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Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaftt insgesamt _2 Blotter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



2. 
3. 



□ 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erkiarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Often barungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die ErklSrung, daft die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| [ wurde der Wortlaut von der Behbrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

Py] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Beh6rde festgesetzt. Der 
| j Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. L 



|X] wie vom Anmelder vorgeschlagen \^\ keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formbiatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONA^^ RECHERCHENBERICHT 



Jernationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/06313 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C08G63/664 C08G81/00 A61L27/18 A61K47/48 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C08G A61L A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprutstott gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierle elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritte) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



EP 0 844 269 A (KATAOKA KAZUNORI ) 
27. Mai 1998 (1998-05-27) 
Anspruche 1-10 

WO 95 03356 A (GREF RUXANDRA ;D0MB ABRAHAM 
J (IL); PERACCHIA MARIA TERESA (IT); M) 
2. Februar 1995 (1995-02-02) 
Anspruche 1-42 



1-19 



1-19 



□ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



0 Be sonde re Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsan sprue h zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaOnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



' T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



16. November 2000 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



30/11/2000 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Decocker, L 
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[AMENDED PAGES] 

In EP o 844 269 a block polymer with functional groups at both 
ends is described, wherein the block polymer is composed from 
hydrophobic and hydrophilic blocks. 

The hydrophilic blocks in this case carry as functional groups 
amino, carboxyl or mercapto groups, which have to be firstly 
activated for a covalent linkage of surface-modifying 
molecules of interest, which generally have amino, mercapto, 
hydroxyl groups or double bonds as functional groups. 

In WO 95/03356, non-linear block copolymers are described 
which are composed from a multifunctional polymer, to which 
hydrophilic and hydrophobic polymers are bonded. In this case 
a possible covalent bonding of modifying substances is 
likewise achieved via a terminal hydroxyl group of the 
hydrophilic block, e.g. of polyethylene glycol, which requires 
previous activation. 

The examples outlined above show the need for biodegradable 
polymers which have the following properties: 

1. Adequate masking of the polymer surface for the 
suppression of non-specific adsorption of 
substances ; 

2. Suppression of non-specific adhesion of living 

cells ; 

3. Full biodegradability and biocompatibility of the 
degradation products; 

4. Adjustability of the concentration of functional 
groups on the polymer surface, which are suitable 
for the chemical reactions with a plurality of 
surface-modifying substances; 

5. Provision of the possibility of coating the polymer 
surface with several different substances; 

6. to permit binding of the surf ace -modifying 
substances before or after processing to shaped 
bodies (e.g. films, porous sponges, micropart icles , 
nanoparticles , micelles etc.), and 
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7. Formation of patterns by binding surface-modifying 

substances on the polymer surface. 
Two preconditions must be met in order to permanently 
anchor surface-modifying substances on polymer surfaces: 

1. On their surface the polymers must carry functional 
groups to which the substances may be chemically 
bonded. 

2. The functional groups must be readily accessible for 
these chemical reactions. 

While known biodegradable polymers such as poly(a- 
hydroxyesters) [e.g. poly ( lactide) , poly ( lactide-co- 
glycolide)], polyanhydrides or poly (p-hydroxyesters) have 
suitable functional groups at both molecule ends, these groups 
are only accessed on the surface with difficulty. 
Poly (lactide) , for example, has an alcohol and a carboxylic 
acid function as end group which do not, however, permit 
binding to the polymer surface for the reasons given above. 

To achieve the aforementioned objects, a block copolymer is 
provided according to the invention containing 
a hydrophobic biodegradable polymer a) , 
a hydrophilic biocompatible polymer b) , 

at least one reactive group c) for covalent binding of a 
surface-modifying substance d) to the hydrophilic polymer b) , 
wherein the at least one reactive group c) is an at least 
bifunctional molecule with at least one free functional group. 

According to a further aspect, the invention relates to a 
surface-modified block copolymer which has as additional 
component a surface-modifying substance d) bonded by means of 
the reactive group c) as binding link, and a process for the 
production thereof. 

In a preferred configuration, the block copolymers are present 
as shaped bodies . 
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The invention further relates to the application of the block 
copolymers in particular in the field of drug delivery, drug 
targeting, and preferably for tissue engineering. 

According to a further aspect the invention relates to a 
process for the production of a block copolymer, wherein the 
binding of the at least one substance d) to the surface of the 
block copolymer is achieved by generating a substrate pattern, 
and the reactive group c) is selected from 1) an at least 
bifunctional molecule with at least one free functional group 
and/or 2) a functional group, and block copolymers obtainable 
with this. 



Because of their structure comprising a hydrophobic and a 
hydrophilic component, the block copolymers according to the 
invention have a surfactant-like character. This causes the 
polymer, e.g. upon contact with an aqueous medium, to be 
subject to an orientation wherein the hydrophilic component b) 
is present in enriched form on the polymer surface, and thus 
allows free accessibility of surface-modifying substances d) 
to the reactive [...> previous page 11] 
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should still be capable of passing through the kidneys and can 
be excreted. 

Suitable molar masses preferably lie at 200 to 10 000 Da, 
particularly preferred at 1 000 to 10 000 Da, in which case, 
in particular for applications outside a human or animal body, 
polymers with higher molar masses of up to several million Da 
may also be used. 

Above all, PEG has proved to be particularly suitable to 
masking a polymer surface against the adsorption of molecules 
and the adhesion of cells. 

Block copolymers composed from the following combinations are 
particularly preferred according to the invention. 

The hydrophobic polymer a) is at least one selected from 
polylactide, polyglycolide , poly (lactide-co-glycolide) . 
Particularly preferred is a polylactide, e.g. a poly(D,L- 
lactide) , preferably with a molar mass in a range from 1 000 
to 100 000, in particular up to 50 000 Da. 

The hydrophilic polymer b) is a polyethylene glycol (PEG) , 
wherein polyethylene glycols with a molar mass in a range from 
200 to 10 000 Da, in particular 1 000 to 10 000 Da, are 
particularly preferred. 

In principle, the reactive group c) can be any desired 
functional group or an at least bifunctional molecule, which 
can form a covalent bond with the selected surface-modifying 
substance d) , with the provision that an at least bifunctional 
molecule is used as reactive group c) for a block copolymer 
according to one of Claims 1 to 19. 
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The reactive group c) can comprise: 

a single functional group (e.g. amino group, carboxyl 
group) and thus direct activation of the hydrophilic 
polymer (e.g. activated acid function or epoxide); 
physiological dicarboxylic acids (succinic acid, tartaric 
acid and variants thereof such as those described in 
Anderson, G.W. et al . J . Am . Chem . Soc . 8 6 (1964) 1839-1842), 
which are provided with terminal groups (succinimidyl 
esters) in order to achieve the formation of one or two 
acid amide groupings; 

dialdehydes (e.g. glutaric dialdehyde) ; 

special "molecules" for the selective binding of thiols 
such as those described in Hermanson, G.T. Bioconjugate 
Techniques (1996), e.g. N- succinimidyl - 3 - (2 - 
pyridyidithio) propionate (SPDP) or succinimidyl -4 - (N- 
maleimidomethyl) - eye lohexane - 1 - carboxyl ate (SMCC) ; 
photoreactive crosslinkers such as those described in 
Hermanson, G.T. Bioconjugate Techniques (1996), e.g. N- 
hydroxysuccinimidyl-4-acidosalicylic acid (NHS -ASA) , 

sulphosuccinimidyl-2- (p-acidosalicylic amido) ethyl - 1 , 3 • - 
dithiopropionate (SASD) ; 

splittable crosslinkers such as those described in 
Hermanson, G.T. Bioconjugate Techniques (1996), e.g. 
compounds from the above-mentioned groups, which may be 
split by special reagents e.g. disulphides by 
hydrogenolysis or by disulphide exchange, glycol groups 
with periodate (e.g. in the case of tartaric acid), ester 
groups with hydroxylamine ; and 

enzymatically splittable molecules such as corresponding 
peptides, e.g. the sequence Leu-Gly-Pro-Ala, which can be 
split from collagenase, or oligosaccarides . 

Particularly preferred examples of reactive groups c) are 
those selected from at least one amino group, hydroxyl group, 
thiol, carboxylic acid, acid chloride, keto group - and in 
particular for the subject of Claims 1 to 19 - dicarboxylic 
acid amide, 3-maleic imidopropionic acid-N-succinimidyl ester 
and succinimidyl ester. 
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In principle, the synthesis of the block copolymer according 
to the invention may be achieved in various ways, in which 
case conventional methods of polymer chemistry are used. 
On the one hand, the blocks a) and b) can be synthesised 
separately and subsequently bonded covalently. Alternatively 
thereto, it is possible to present a polymer chain and 
synthesis the missing chain by polymerisation at a polymer 
chain end. Hence, it is possible, for example, to synthesise 
block copolymers from poly (D, L-lactide) and poly (ethylene 
glycol) amine ( PLA- PEG-NH 2 ) by presenting PEG-NH 2 and 
synthesising the biodegradable PLA chain by ring-opening 
polymerisation from dilactide on the hydroxy end of the PEG- 
NH 2 . In principle, the reverse procedure is also possible. 

In this case, the reactive group c) can already be present in 
the polymer obtained, as in the above example, or a functional 
group present in the hydrophilic component b) can be converted 
or introduced, where needed, for binding the desired surface- 
modifying substance d) to a suitable reactive group c) . 

Hence, the block copolymer can be modified with nucleophilic 
groups by coupling an at least bifunctional molecule, e.g. 
disuccinimidyl succinate, to a free end group of component b) . 
In the simplest case, this reaction can take place in 
solution, DMSO, for example, is suitable as solvent in the 
case of PLA-NH 2 . After preparation of the block copolymer, 
e.g. to form a suitable shaped body, the reaction can also 
take place on the surface thereof. 
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controlled change of the surface properties of the block 
copolymer according to the invention. 

The polymers according to the invention may also be used for 
diagnostic purposes by binding substances d) to their surface 
which form a bond with the molecules to be analysed. The 
analysed product can then be separated from the sample 
together with the polymer (e.g. via a suitable shaped body). 

The production of a block copolymer according to the invention 
as well as the subsequent binding of a protein is illustrated 
below using the example of PEG- PLA to explain the invention in 
more detail. 

1. Example: Production of active SWS-NH-PEG-PLA 

a) Synthesis of NH 2 - PEG 

Production was conducted in accordance with Yokohama, M. et 
al. Bioconj . Chem . 3 (1992) 275-276. 

The desired amount of ethylene oxide was passed into dry THF 
in a three-necked flask at -79°C (dry ice + methanol bath) and 
dissolved therein. The ethylene oxide bottle was weighed after 
introduction, and thus the presented amount of ethylene oxide 
was determined. In accordance with the desired molecular 
weight of the polymer, the calculated amount of 0 . 5M solution 
of potassium-bis-(trimethylsilyl) amide in toluene was then 
added from a dropping funnel . 

The reaction mixture was then stirred in the closed three- 
necked flask at 20°C for 36 hours. The polymer solution thus 
obtained was dropped into the 12-fold amount of ether, and the 
precipitated polymer was filtered out. After the polymer 
obtained was dissolved in THF, a small amount of 0 . IN 
hydrochloric acid was added and the silylamide was thus split 
The solution of the finished end thus obtained was stirred for 
5 minutes at room temperature and once again passed into ether 
in order to precipitate the pure polymer [.. original page 27] 
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Patent Claims : 

1. Block copolymer containing 

a hydrophobic biodegradable polymer a) , 
a hydrophilic polymer b) , 

at least one reactive group c) for covalent binding of a 
surface-modifying substance d) to the hydrophilic polymer 
b) , 

wherein the at least one reactive group c) is an at least 
bifunctional molecule with at least one free functional 
group . 

2. Block copolymer according to Claim 1, 
characterised in that 

the hydrophobic polymer a) and/or hydrophilic polymer b) 
are selected from a linear and/or branched polymer. 

3. Block copolymer according to one of the preceding claims, 
characterised in that 

the hydrophobic polymer a) is at least one polymer 
selected from polyester, poly-e-caprolactam, poly-ct- 
hydroxyester, poly-p-hydroxyester , polyamide, 
polyphosphazene, polyanhydride , polydioxanon, polymalic 
acid, polytartaric acid, polyorthoester , polycarbonate, 
peptide, polysaccharide and protein. 

4. Block copolymer according to Claim 3, 
characterised in that 

the hydrophobic polymer a) is at least one polymer 
selected from polylactide, polyglycolide , poly (lactide- 
co-glycolide) , poly-p-hydroxybutyrate and poly-p- 
hydroxyvalerate . 



i 
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6 . 



7 . 
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Block copolymer according to one of the preceding claims 
characterised in that 

the hydrophilic polymer b) is at least one polymer 
selected from polyethylene glycol, polypropylene glycol, 
polyethylene glycol /polypropylene glycol copolymer, 
polyethylene glycol/polypropylene glycol/polyethylene 
glycol copolymer, polybutylene glycol, polyacrylamide , 
polyvinyl alcohol, polysaccharide, peptide and protein. 

Block copolymer according to one of the preceding claims, 
characterised in that 

the reactive group c) is at least one selected from a 
dicarboxylic acid amide, 3-maleic imidopropionic acid-N- 
succinimidyl ester and succinimidyl ester. 

Block copolymer according to one of the preceding claims, 
characterised in that 

the hydrophobic polymer a) is at least one selected from 
polylactide, polyglycolide and poly ( lactide-co- 
glycolide) . 

Block copolymer according to Claim 7, 
characterised in that 

the hydrophilic polymer b) is polyethylene glycol. 

Block copolymer according to Claim 8, 
characterised in that 

the polyethylene glycol has a molar mass in a range of 
200 to 10 000 Da. 
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[Claim 20: J 

the binding of the at least one substance d) to the 
surface of the block co-polymer is achieved by generating 
a substrate pattern, and the reactive group c) is 
selected from 1) an at least bifunctional molecule with 
at least one free functional group and/or 2) a functional 
group . 

21. Process according to Claim 20, 
characterised in that 

the substance d) is applied with a locally constant or 
variable concentration by means of the reactive group c) 
on the surface of a block copolymer containing a 
hydrophobic component a) and hydrophilic component b) . 

22. Process according to Claim 20 or 21, 
characterised in that 

for binding the reactive group c) and/or the substance d) 
in a substrate pattern, the surface of the block 
copolymer is structured by a plotter, an ink jet printer, 
radiation with light, bombardment with particles, 
stamping or soft lithography. 
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Figures 

Abb. = Abbildung = Figure 



Figure 2 

bioabbaubares Polymer = biodegradable polymer 

nicht bioabbaubares bzw. = non-biodegradable or slowly bio- 

langsam bioabbaubares degradable polymer 

Polymer 

Bindeglied = binding link 

Oberf lachenmodif izierende 

Substanz = surface-modifying substance 

Figure 5 

Foetales Rinderserum = foetal cow serum 

Bindung = bond 



Figure 6a 

At ri ales Natriuretisches 

Peptid = atrial natriuretic peptide 

Bindung = bond 



Figure 6b 

Lachs - Calcitonin 

Figure 7 

nach . . Stunden 



= salmon - calcitonin 



= after . . hours 



Figure 9 

Farbstof f menge 



= amount of dye 
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Figure 10 

aktives Polymer 

Glas 



= active polymer 
glass 
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I. Grundlage des Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgefegt warden, geiten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regefn 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-7,1 1-17,20,21, ursprungliche Fassung 

23,24,26-33 

8,8a,9,10,10a,18, eingegangen am 25/10/2001 mit Schreiben vom 25/10/2001 

19,19a,22,25 



Patentanspruche, Nr.: 

10-19 ursprungliche Fassung 

1 -9,20-22 eingegangen am 25/1 0/2001 mit Schreiben vom 25/1 0/2001 



Zeichnungen, Blatter: 

1-8 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



THIS PAGE BLANK l"*™) 



o 



o 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/063 1 3 



Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erlassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbfatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 6,18-22 

Nein: Anspruche 1-5,7-17, 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 6,18-22 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-22 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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1 . ) Es wird auf folgende Dokumente Bezug genommen: 

D1 : EP-A-0 844 269 (KATAOKA KAZUNORI) 27. Mai 1 998 (1 998-05-27) 
D2: WO 95 03356 A (GREF RUXANDRA ;DOMB ABRAHAM J (IL); PERACCHIA 
MARIA TERESA (IT); M) 2. Februar 1995 (1995-02-02) 

2. ) D1 (S.24,Z. 1 9-37, Anspruche und Beispiele) ist neuheitschadlich fur vorliegende 

Anspr. 1-5,7-1 3 und 16. 

Das anmeldungsgemaRe Blockcopolymer und seine Verwendung werden 
offenbart. In D1 werden Blockcopolymere mit hydrophobem, bioabbaubaren 
Polymerteil (siehe D1, Anspr. 6) und hydrophilem Polymerteil offenbart, welches 
eine reaktive Gruppe fur die kovalente Anbindung einer oberflachenaktiven 
Substanz, z.B. fur Arzneien, hat. Durch ein bifunktionelles Molekul (siehe D1 
Reaktionsschema, S. 14 und Beispiel 6) mit einer freien funktionellen Gruppe 
(siehe Anspr. 5 in D1) wird die reaktive Gruppe ins Blockcopolymere am 
hydrophilen Teil eingebracht. Daher fehlt Anspr. 1-5,7-1 3 und 16 die in Art. 33(2) 
PCT geforderte Neuheit. Die Prasenz von funktionellen Gruppen am hydrophoben 
Blockpolymerteil ist durch den Wortlaut von Anspr. 1 der vorliegenden Ameldung 
nicht ausgeschlossen. 

D2 (Anspruche 1-42, siehe insbesondere Anspr. 1-6,13,20-28,31) ist 
neuheitschadlich fur Anspr. 1-3,5,8-17 der vorliegenden Anmeldung. 
Das anmeldungsgemaBe Blockcopolymer, seine Verwendung und das Verfahren 
zur Herstellung des anmeldungsgemaBen Blockcopolymers (siehe Anspr. 20-42) 
werden offenbart. Zur Erlauterung: der Ausdruck "bifunktionelles Molekul mit 
mindestens einer freien funktionellen Gruppe in Anspr. 1 der vorliegenden 
Anmeldung umfaBt alle ublichen bifunktionelle Monomere, welche die Endgruppe 
des hydrophilen Blockcopolymerenteil darstellen konnen, z.B. Glykol beim 
Polyethylenglykol. Daher kann diese Ausdrucksweise das beanspruchte 
Blockcopolymer gegenuber D2 nicht neu machen. Es sei an dieser Stelle auch auf 
S. 19, Z.9-12 der Anmeldung hingewiesen, wonach bevorzugte reaktive Gruppen 
u.a. Hydroxylgruppen sind. 

3.) Anspr. 6 betrifft "reaktive Gruppen", die in D1 und D2 nicht explizit genannt 

werden. In Anspr. 18 und 19 werden Verfahrensmerkmale beansprucht, die in D1 
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und D2 nicht genannt werden. Wenn sich der Fachmann ausgehend von D1 oder 
D2 die Aufgabe gestellt hat, weitere Blockcopolymere bereitzustellen, enthaltend 
a) ein hydrophiles Polymer mit einer funktionellen Gruppe zur Anbindung 
oberflachenmodifizierender Substanzen und b) ein hydrophobes Polymer, gab es 
im zitierten Stand der Technik keinen Hinweis darauf, die in Anspr.6 genannten 
Verbindungen oder die in Anspr. 18 und 19 genannten Verfahrensmerkmale, z.B. 
den Einsatz des Blockcopolymeren als poroses Formteil, auszuprobieren um die 
oben genannte technische Aufgabezu losen. 

Daher sind Anspr.6, 18 und 19 neu und erfinderisch. 

4. ) Das im Verfahren der Anspr. 20-22 genannte Substratmuster wird in den im 

Internationalen Recherchenbericht zitierten Literaturstellen nicht erwahnt. 

Daher sind Anspr. 20-22 neu. 

Wenn sich der Fachmann ausgehend von D1 oder D2 die Aufgabe gestellt hat, 
weitere Blockcopolymere bereitzustellen, enthaltend a) ein hydrophiles Polymer 
mit einer funktionellen Gruppe zur Anbindung oberflachenmodifizierender 
Substanzen und b) ein hydrophobes Polymer, gab es im zitierten Stand der 
Technik keinen Hinweis darauf, die reaktiven Gruppen und/ oder die 
oberflachenaktive Substanz unter Erzeugung eins Substratmusters an das 
Blockcopolymer zu binden. Daher erscheinen Anspr. 20-22 erfinderisch. 

5. ) Die Streichung der ursprunglich offenbarten MaBgabe in Anspr. 1 : .."dass wenn 

das hydrophile Polymer Polyethylenglykol ist, die reaktive Gruppe nicht Hydroxyl 
ist"... ist nach Art. 34(2)b nicht zulassig, da ursprunglich nicht offenbart. 

Die Anderung in Beispiel 1 ist nach Art. 34(2)b nicht zulassig, da ursprunglich 
nicht offenbart. 
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uberzogen, wobei das Vertolndungsmolekul elne funktionelle Gruppe trSgt, an 
die oberflSchenmodlflzlerende Substanzen gebunden werden. Nachtell des 
Verlahrens hesteht wledeaim darin, dass die Adsorption von uncrwtinschlen 
Substanzen durch diesen Aufbau nlcht unterdrOckt wlrd. 

5 

US-Patent 5,320,840 beschreibl eln Polymer, welches wasserldslich 1st und 
damit nlcht den Anforderungen an eine feste wasserunlftsliche bioabbaubare 
Matrix genOgt. Viele Verfahren, wle *um Belsplel das In US-Patent 5,240,747 
beschriebene, erfordem zur Modlllzlerung von Polymeroborfldchon drastlsche 
10 Dodlngtjngen, wle 211m Belsplel die Bestrahlung mlt UV Licht oder die PrSsenz 
funktioneller Gruppen In Form von Aminogruppen oder Poiyaminen (US-Patent 
5,399,665 und US-Patent 5,049,403). 

In EP 0 844 269 1st eln Blockpolymer mlt funktlonellen Gruppen an belden 
15 Enden beschrleben, wobel das Blockpolymer aus hydrophoben und hydrophilen 
Blocken aufgebaut 1st. 

Die hydrophilen BlOcke tragen hlerbei als funktionelle Gruppen Amino-, 
Carboxyl- Oder Mercaptogruppen, die fur eine kovalente Ankopplung von 
Inferesslerenden oborflfichenmodiflzlorenden MolekOlen, die Im alfgemeinen als 
20 funktionelle Gruppen Amino*, Mercapto-, Hydroxylgruppen oder 
Doppelblndungen aufwelsen, zunfcchst aklivlert werden nruissen. 

in WO 95/03356 warden nlcht lineare Btockcopolymere beschrieben, die 
aufgebaut slnd aus einem multlfunklionellen Polymer, an das hydrophile und 
25 hydrophobe Polymere angebunden slnd. Auch hler erfolgt elne mflgliche 
kovalento Anblndung von modiflzlerenden Substanzen Ober eine terminate 
Hydroxylgruppe des hydrophilen Blocks, z.B. von Polyalkylenglycol, dlo elne 
vortiergehende Aklivlerung erfordert. 



30 



Die oben dargelegten Belspiele zeigen den Bedarf an bioabbaubaren 
Polymeren, die folcjende Elgenschaften besltzen: 

1. Ausreichende MasWerung der Polymeroberflflcho zur Untordruckung 
unspeziflscher Adsorption von Substanzen, 
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2. Unterdriickung der unspezlflschen Adhfigion von lebenden Zellen, 

3. VolistSndlge Bioabbaubarkeli und Biovertrftglichkeir der Abbauprodukte, 

4. Einstellbarkeit der Dlchte lunktionelJer Gruppen auf dor 
Polymeroborflftche, die fur die chernischs fleaktion mit elner Vielzahl 

r> oberflSchenmodlfizlerender Substanzen geelgnet sind, 

5. Bereltstellung der MOgllchkell, die Polymeroberfiache mlt mehreren 
verschledenen Substanzen zu belegen, 

6. vor oder nach der Verarbeilung zu Formkflrpern (zum Beispiel Filme, 
por6se Schw&mme, MlkropartlkeK Nanopartlkel, Mizellen etc.) cine 

10 Bindung der oberfiachenmodiflzlerenden Substanzen zu erlauben, und 

7. Bildung von Mustem durch Bindung oberfiachenmodifizioronder 
Substanzen auf der Polymeroberfl&che. 

Urn an Polymeroberfl&chen oberfiachenrnodiflzierende Substanzen dauerhaft zu 
15 verankern, sind zwei Voraussetzungen zu erfDIIen: 
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1. Die Polymery rnOssen an Ihror Oberflftche funklionolle Griippen tragen, an 
denen sich die Substanzen chemisch blnden lassen. 

2. Die funktlonellen Gruppen rmissen for diese chemischen Rcaklionen gut 
zug&nglich soin. 

5 

Bekannte bloabbaubare Polymere, wie Poly(a-hydroxy ester) [zum Befsplel 
Poly(laktld), Poly(laktld-co-gtykolld)], Polyanhydride Oder Poly(f3-hydroxy ester), 
besitzen zwar goelgnete funktlanelle Gruppen an belden Molekulenden, 
allordings slnd diese Gruppen an der Oberflftche nur schwor zugangllch. 
10 Poly(laktid) hat beispielswelse elne Alkohol- und eine Carbonsaurefunktion als 
Endgruppe, die allerdlngs aus oben genannlen GrOnden eine Anbindung an die 
PolymeroberflSche nlcht erlauben. 

Zur L&sung der vorstehend genannten Aufgaben wlrd erflndungsgemaB eln 
1 5 Blockcopolymer bereltgestellt enthaltend 
eln hydrophobes bloabbaubares Polymer a), 
eln hydrophiles biokompatlbles Polymer b), 

mindestens elne reakllve Gruppe c) fur die kovalente Anbfndung von ciner 
oborflachenmodifizierenden Substanz d) an das hydrophile Polymer b), 
20 wobei die mindestens elne reaklive Gruppe c) eln mindestens bifunktionelles 
Molekul mlt mlndoslens elner frelen funktlonellen Gruppe 1st. 

GemaO einem weiteren Aspokt betrifft die Erfindung ein 
oberflSchenmodifiziertes Blockcopolymer, das als zusatzlicho Komponente elne 
25 oberflSchenmodifizierende Subsianz d) fiber die reakfive Gruppe c) als 
Bindegiled gebunden aufwelst und Vertahren zu deren Herstellung. 
In oiner bevorzugten Ausgestaltung llegen die Blockcopotymere als Formkorper 
vor. 
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Weiter betrlfft die Erf Indung die Anwendung der Blockcopolymere, insbesondere 
im Berelch des drug delivery, drug targeting und vorzugsweise fur das tissue 
engineering. 

5 

GemaG elnem weiteren Aspekt belrlfft die Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung eines Blockcopolymers, wobei die Anblndung der mindostons einen 
Substanz d) an die Oberfiache des Blockcopolymers unter Er2eugung eines 
Substratmusters erfolgt, und die reaktive Gruppe c) ausgewShlt wird unter 1) 
10 einem mlndesten blfunktlonellon Molekul mlt mlndestens elner freien 
funklionellen Gruppe und/oder 2) elner funktlonellen Gruppe, und damlt 
orhSltllche Blockcopolymere. 

Aufgrund Ihres Aufbaus aus elnem hydrophoben und einem hydrophilen Anteil 
15 besltzen die erfindungsgemflfton FJIockcopolymere elnen tensidartigen 
Charaktor. Dleser bewlrkt, dass das Polymer zum Beispiel bei Kontakt mil elnem 
w&ssrigen Medium elne Orlentlerung erfShrl, wobel die hydrophile Komponente 
b) auf der Polymeroberfiache angerelchert vortlegt und dadurch die freie 
ZugSnglichkelt obcrtiachenmodlfiziorcnder Substanzen d) an die roaklive 
20 Gruppe c) fur die Anblndung ermAglinht. 

Gegenstand der Erfindung slnd somlt Polymere, bel denen ein Teil der Kelte, 
dlo hydrophile Komponente b) aus der Polymeroberfiache herausragt und fur 
einen ausreichenden Abstand ^wlschen Polymeroberfiache und reakliver 
25 Gruppo c) sorgt, wodurch die Blndung von oberflachenmodlfizierenden 
Substanzen an die reaktive Gruppe c) erlelchtert wird. 

Dadurch lasson slch auf elnfache Arl und Welse speziolle ObertlSchen 
konstruieren und bestmOgllch (Or solche Anwendungen prgparieren, bei denen 
die OberflSche von Materlallen dazu dienl, eine bestimmle Funktionalitat zu 
30 iibernehrnen. 
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Gleichzeltlg sorgen die ertindungsgemaflen Blockcopolymere fur 
Unterdruckung der unspezlflschen Adsorption von Molekulen und Adhasion 
Zeilen an Ihrer Obertlache. 



5 Eine wichtlge Elgenschaft der hier boschriebenen Blockcopolymere ist die 
vollslandige Blokompatlbllltat der verwendeten Molekulteile. wobei mindestens 
die hydrophobe Komponente a) blologlsch abbaubar Ist. 

Hierin besteht audi eln Vortell rilesor Polymer© im Vergleich mi berelts 
boschriebenen Systemen zur Modlflzierung von Oberflachen, die zum Beisplel 
0 auf Polystyrol. Glas Oder Metalle zuruokgrelfen fMlkulec. L.J. and Puleo, D.A. 
J.BIomed.Mater.Res.32 (1996) 203-208; Puleo, D.A. J.Blomed.Mater.Res.20 
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Das hydrophobe Polymer a) 1st mlndestens eines ausgew&hli unter Polylaclid, 
Polyglykolid und Poly(lactld-co-glykolld). 
5 Insbesondere bevorzugt 1st eln Polylacfld, zum Belspiel ein Poly(D,L-Lactid), 
vorzugswelse mlt oiner Molmasse in elnem Berelch von 1.000 bis 100.000, 
insbesondere bis 50.000 Da. 

Das hydrophlle Polymer b) ist eln Polyethylenglykol (PEG) , wobei 
Polyothylenglykole mlt elner Molmasse In elnem Berelch von 200 bis 10.000 Da, 
1 0 insbesondere 1 .000 bis 1 0.000 Da, besonders bevorzugt sind. 

Prinziplell kann die reaktlve Gruppe c) eine beliebige funktionelle Garppe oder 
ein mlndestens bHunkllonelles Molekul seln, die mit der gewahtten 
oberflSchenmodlfl/lerenden Substanz d) eine kovalente Bindung ausbilden 
15 kfinnon, mit der MaRgabe, dass fur ein Blockcopolymer nach einom der 
Anspriiche 1 bis 1 9 al roaktlve Gruppe c) ein mindestens bifunktionellcs Molekul 
eingesetzt wlrd. 

Dio reaktlve Gruppe c) kann beslehen aus 
20 elner elnzelnen funktlonellon Gruppa (zum Beispiel Aminognuppe, 

Carboxylgruppe) und damlt direkter Aktlvlerung des hydrophilen 
Polymers (zum Belspiel aktivlerte S&urefunktion Oder Epoxid); 

physlologlsohen Dicarbonsfturen (Bernstelnsfiure, Weinsaure und I 
Abwandlungen davon wle sie In Anderson, G.W. et al. 
?5 J.Am.Chem.Soc.86 (19B4) 1839-1842] beschrieben sind, die mit 

Abgangsgnjppen (Succlnlmldylestern) vemehen slnd, um die Bildung 
einer bzw. zweler Sdureamldgruppieaingen zu errelchen; 

Diafdehyden (z.B Glutardialdohyd); j 
SpezleUen n MolekOlen M fur selektive Bindung von Thiolen wio sie In 
30 Hermanson, GT. Bloconjugato Techniques (1996) beschrieben slnd, 

zum Beispiel N*Succlnlmldyl-3-(2-pyrldyldlthlo)proplonat (SPDP) oder 
Succinlmldyl-4-(N-malelmidomethyl)-cyclohe«an-1-carboxylat (SMCC); 

i 
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Photoreaktlven Crossllnkern wle sle In Hermanson. G.T. Bloconjugato 
Techniques (1996) beschrioben slnd, zum Belspiel N- 
Hydroxysucclnlmiayl-4-azldosalicylsaure(NHS-ASA), Sulfosuccinlmidyl- 
2-(p-azldosallcylamldo)othyM ,3'.dithfopropionat (SASD); 
5 Spaltbaron Crossllnkern wie sie In Hermanson, G.T. Bioconjugate 

Techniques (1996) beschrioben slnd. zum Belspiel Verbindungen aus 
den ohen genannten Gruppen, die slch durch spezielle Reagenzlen 
spalten lassen zum Belspiel Disulfide durch Hydrogenolyse Oder durch 
Disulfidauslausch, Glykolgruppen mil Periodat (zum Beispiel bei der 
1 0 Weinsaure). Estergruppen mil Hydroxylamln; und 

Enzymatlsch spaltbaren MolekOlen wie entsprechende Poptlde, zum 
Belspiel die Sequenz Leu-Gly-Pro-Ala, die von Kollagenase gespalion 
werden kann, Oder Oligosaccharide. 

1 5 Besonders bevorzugte Belsplele sind reaktlve Gruppen c) ausgewahll untor 
mindestens einer Amlnogruppe, Hydroxylgruppe, Thiol, Carbonsaure, 
Saurechlorid, Ketogruppe, - und insbosondere filr den Gegenstand der 
Anspriicho 1 bis 19 - Dlcarponsaureamld, 3-Malelnimldopropionsaure-N- 
succinimidylester und Succlnlmidylcslcr. 

20 

Die Synthase der erflndungsgemaGon Biockcopolymere Ia3t slch prinzipieli auf 
verschiedenen Wegen bewerkslelllgen, wobel gangige Melhoden der 
Polymerchemle verwendet werden. 

Zum einen kdnnen die Blc-cke a) und b) separat synthetislert und anschlieBend 
P5 kovaloni gebunden worden. Altemailv dazu 1st es mOglich eine Polymerketle 
vorzulegen und die fehlende Ketle durch Polymerisation an einem Polymer- 
kettenende zu synlhollsleren. So 1st es zum Belspiel moglich, Biockcopolymere 
aus Poly(D.L-laclld) und Poly(ethylenglykol)-amin (PLA-PEG-NH 2 ) zu 
synthelisleren, indem man PEG-NHj vorlegl und die bloabbaubare PLA Kette 
30 durch Rlngfiffnungspolymerisation aus Dilacdd am Hydroxyonde des PEG-NH;, 
synlhetisierl. Prinzipieli 1st auch die umgekehrte Vorgehensweise moglich. 
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Die reaktlve Gruppe c) kann hlerbel wio Im vorstehenden Bcispiel Im eriialienen 
Polymer berells vorhanden seln bzw. kann bel Bedarf eine in der hyrirophllen 
Komponenle b) vomandene lunktionelle Gruppe fur die Aribindung der 
erwiinschten oberflacnenmodlflzierenden Subslanz d) zu einer geelgnelen 
5 reakiiven Gruppe c) umgesetzt Oder eingefuhrt werden. 
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Nanopartikel, Polymerfllm Oder Polyrnerschwamm In dl© L6sung der Substanz d) 
zu tauchen, um dann nach einer vorgegebenen Reaktionszeit das fertlg 
modifizlerte System zu erhalten (Insiantreaktlon). 

Alternate zur beschrlebenen Anbindung der Substanz d) an das Polymer mlt 
r> reaktiver Gruppe c) 1st aber auch der umgokehrte Weg mdglich, nfimllch zuerst 
dio anzublndende Substanz d) mlt der reaktiven Gruppe c) for eine Bindung zu 
aktivieren, und dann den Komplox aus Substanz d) und roaktiver Gruppe c) 
uber die reaktlve Gruppe c) an die Komponente b) des Blockcopolymers aus 
Komponente a) und b) unter Ausblldung des fertlgen oberflachenmodifizierten 
1 0 orf indungsgemfiQen Blockcopolymers zu binden. 



Hierbei 1st Jedoch von Nachteil, dass fur elne Aktlvlerung der Substanz d) durch 
Anbindung der reaktiven Gruppe c) In alter Regel eln grGfterer Oberschuft der 
reaktiven Gruppe c) hler zum Beispiel einer nledermolekularen Dicartoonsaure, 
15 crforderlich ist. um die Blldung von Dimeren zu verhlndern. Dieser rnuB jedoch 
nach der Aktivlerung wieder entlernt werden. Oas hat zur Folge, dass sich. vor 
allem bel ebenfalls nledermolekularen Substanzen d), dfe Aufreinigung 
schwleriger gestallei, 

20 ZusStzllch zur Herstellung von homogen belegten OberflSchen sind mit den 

erlindungsgemaften Blockcopolyrneron auch nlcht homogen belegte Flachen j 
einfach herzustellen, Das bedeutet, dass man belsplelsweise Gradienten Oder | 
Muster (pattern) der oberfl&chenmodifizierenden Substanzen d) auf diesen 
Polymeren erzeugen kann. Das kann durch punktuelfes Aufbrlngen der 

25 Substanzen d) (zum Beispiel mlt einem Tlntenetrahlverfahren) oder aber durch 
punktuelle Aktlvlenjng der reaktiven Gruppen c) durch Bestrahlung (zum 
Deispiel mit UV-Licht), Beschuss rnit Tellchen, Stempeln oder Soft Lithographic , 
geschehen. 

So kfinnen strukturierte Oberfiachen geschaffen werden, die es auch erlauben, 
30 beliebige Komblnationen von Substanzen d) zum Beisplel auf ihre Wirkung auf 
Zellen zu untersuchen bzw. um Kombinatlonen von Zellen in ganz spezieller 
raumlicher OrlenUerung zuelnandor zu zuchten oder aber auch um mit Enzymen * 

\ 
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1 Beisplel: Herstellung von aktlvem SWS-NH-PEG-PLA 

a) Synthase von NH a -PEG 

Die Herstellung erfolgte nach Yokoyama, M. et al. Bioconjug.Chem.3 (1992) 
275-276, 

5 Die gewunschto Menge Ethylenoxid wurde bel -79°C (Trockeneis + 
Methanoibad) In getrockneies THF In einem Drelhalskolben eingeleilot und darln 
gelflst. Die Ethylenoxldflasche wurde nach dem EJnlelten zurtickgewogen und 
damil die vorgelegte Menge Ethylenoxid bestlmmt. Entsprechend des 
gewunschten Molekulargewlchts des Polymers wurde nun die berechnete 
10 Mango 0.5M LOsung von Kalium-bis~(trimethylsllyl)-amfd in Toluol aus einem 
Tropftrichter zugegeben. 

Das Reaktionsgemlsch wurde dann bel 20°C In dem verschlossonon 
Dreihalskolben 36 Stunden geriihrt. Die so erhaltene Polymerlosung wurde In 
1f> die 12tache Menge an Ether gofropfi und das geffillte Polymer daraus abflltriert. 
Nach Aufltisen des erhaltenen Polymers in THF wurde elne kleine Menge 0,1N 
Salzs&ure zugegeben und damlt das Sllylamld gespalten. Die so erhaltene 
Lfisung des fertigen Endprodukts wurde 5 Min bal Raumtemperatur gomhrf und 
erneut In Ether gogeben, um das rolno Polymer zu prfizipitieren. 

20 

b) Synthese von NH>-PEG-PLA 

Die Synthase erfolgte nach Kricheldorf, H.R. and Kreisor-Saunders, I. 
Macromol.Symp.103 (1996) 85-102;Loenslag, J.W. and Pennings, A J. 
Makromol.Chem.188 (1987) 1809-1811. 

25 Dlo Ausgangsprodukte der Synthese, das gemSG 1a) synthetisierle NH 2 -PEG 
und oyciisches DL-Dllactld (a^-DimethyM.^dloxan^S-dion), wurden in den 
gewOnschten Gewlchtsverhaitnissen [n je elnen Rundkolben gegeben und in 
Toluol p.A. aufgelGst. Dazu wurden beide Kolben am Wasserabscheider erhitzt, 
um das noch lm Toluol vorhandeno Wasser zu entfernen. Die so erhaltenen 

30 LOsungen wurden dann lm Drelhalskolben verelnlgt und unter perrnanentem 
Sticksloffstro'm ©rneut erhitzt. 
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AnsprOche 



1 . Blockcopolymer enihaltend 

ein hydrophobes bloabbaubares Polymer a), 
ein hydrophlles Polymer b), 

mindostens elne reakllve Gruppo o) for die kovaleme Anbindung einor 
oberflSchenmodifizierenden Substanz d) an das hydrophile Polymer b), 
wobei die mindestens ©in© reaktlve Gruppe c) ein mindestens bifunktionelles 
Molekiil mit mindestens elner Ireien funktionellen Gruppe ist. 

2. Blockcopolymer nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchnei, 

dass das hydrophobe Polymer a) und/oder hydrophile Polymer b) ausgewahlt slnd 
unter einem llnearen und/oder verzwelglcn Polymer 

3. Blockcopolymer nach elnem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophobe Polymer a) mindestens ein Polymer ausgew&hlt unter 
Polyester, Poly-r.-caprolacton, Poly-u-hydroxyester, Poly*p-hydroxyester, Polyamld. 
Polyphosphates Polyanhydrid, Polydloxanon, Polyftpfelsaure, Polywelnsfture, 
Polyorthoesler, Polyoarbonat, Peptid, Polysaccharld und Protein ist. 

4. Blockcopolymer nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnef, 

dass das hydrophobe Polymer a) mindestens ein Polymer ausgewahlt unter 
Polylaclld, Polyglykolld, Poly(lactld-co-glykolld), Poly-fi-hydroxybutyrat und Poly-p- 
hydroxyvalerat Ist. 



GEAENDERTES BLATT 



CMDCAMG07CTT 0 Z f^T 1 A • 0 R 



AUSIJKUL'HSZtl I n. UM. I 4 : 2 6 



TODS PAGE BLAINIK (uspto) 



^ UUI s s EP000631 

9147 PCT/Alvmsc 
XL 10.2001 



o o 



3: 



5. Blockcopolymer nach elnem der vorhergehenden Ansprtiche. 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophlle Polymer b) mlndostens eln Polymer ausgewahit unter 
Polyothylenglykol, Polypropylenglykol, Polyethylenglykol/Polypropylen- 
glykol-Copolymer, Polyethylenglykol/Polypropylenglykol/ Polyethylenglykol-Co- 
polymer, Polybutyienglykol, Polyacrylamld, Polyvlnylalkohol, Polysaccharld, Pepild 
und Protoin 1st. 

6. Blockcopolymer nach elnem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzelchnet, 

dass die reaktive Qruppe c) mlndestens elne ausgewahit unter einem 
Dicarbonsaureamld, 3-Maielnlnildopropionsaure-N-succinimidylester und 
Succinlmldylesler 1st. 

7. Blockcopolymer nach elnem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzelchn@t, 

dasa das hydrophobe Polymer a) mlndestens eines ausgewahit unter Polylaclid. 
Polyglykolid und Poly(laclld-co-giykolid) ist. 

0. Blockcopolymer nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophile Polymer b) Polyothylenglykol ist. 

9. Blockcopolymer nach Anspruch 8, 
dadurch gekennselchno«, 

dass das Polyelhylenglykol elne Molmasse In elnem Bereich von 200 his 10,000 Da 
aufwelst. 
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20. Verfahren zur Herstellung elnes Blockcopolymers nach einem dar Anspruche 12, 
13 Oder 17 bis 19. 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Anblndung der mlndeslens einen Substanz d) an die Obertiache des 
Blockcopolymers unrer Erzeugung elnes Substratmusters erfolgt, una die reaktive 
Gruppe c) ausgewahlt wlrd unter 1) einem mlndeslens bifunktionellen MolekOl mil 
mindestens einer frelen funktloneilen Gruppe und/oder 2) einer funktlonellen 
Gruppe. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennxeichnel, 

dass die Substanz d) mil 6rtllch konstanter oder varlabler Dichte uber die reaktive 
Gruppe c) auf der Obertiache elnes Blockcopolymers enthallend eine hydrophobe 
Komponente a) und hydrophlle Knmponente b) aufgebracht wird, 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, 
dadurch gekennselehnet, 

dass fur die Aufbringung der reaktivon Gruppe c) und/oder der Substan? d) in 
einem Substratmuster die Oberflftche des Blockcopolymers durch einen Plotter, 
einen Tlntenstrahldrucker, Bestrahlung mit Llcht, Beschuss mif Tellchen, Stempeln 
oder Soft Lithographic strukturiert wird. 
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I. Basis of the report 



1 . This repon has been draw n on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 



£ | the international application as originally filed. 



the description, pages 1-7,11- . as orieinallv filed. 

17.20.21.23.24.26-33 



pages 



filed with the demand. 



paees 8.8a,9, 10.1 Oa.1 8.19, , filed with the letter of 
19a.22.25 



25 October 2001 (25.10.2001) 



the claims. 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



10-19 



1-9,20-22 



, filed with the letter of 

. as originally filed. 

. as amended under Article 19. 

. filed with the demand, 
. filed with the letter of 
. filed with the letter of 



25 October 2001 (25.10.2001) 



^ the drawings. 



sheets/ fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1-8 



, as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims. Nos. 

the drawings. sheets/fig 



2 I | This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



6, 18 - 22 



1 - 5, 7 - 17 



6, 18 - 22 



1-22 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 



Dl: EP-A-0 844 269 (KATAOKA KAZUNORI) 27 May 1998 
(1998-05-27) 

D2: WO-A-95/03356 (GREF RUXANDRA; DOMB ABRAHAM J 

(IL); PERACCHIA MARIA TERESA (IT); M) 2 February 
1995 (1995-02-02) 



2. Dl (page 24, lines 19-37, claims and examples) is 

prejudicial to the novelty of the current Claims 1- 
5, 7-13 and 16. 



The claimed block copolymer and its use are 
disclosed. Dl discloses block copolymers with a 
hydrophobic, biodegradable polymer part (Dl, Claim 
6) and a hydrophilic polymer part which has a 
reactive group for the covalent binding of a 
surface-active substance, e.g. drugs. The reactive 
group is introduced into the block copolymer at the 
hydrophilic part by a bifunctional molecule (Dl, 
reaction diagram, page 14, and Example 6) with a 
free functional group (Dl, Claim 5). Therefore 
Claims 1-5, 7-13 and 16 lack the requisite novelty 
under PCT Article 33(2). The presence of functional 
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groups on the hydrophobic block polymer part is not 
excluded by the wording of Claim 1 of the present 
application . 



D2 (Claims 1-42, see in particular Claims 1-6, 13, 
20-28, 31) is prejudicial to the novelty of Claims 
1-3, 5 and 8-17 of the present application. The 
claimed block copolymer, its use and the method of 
producing the claimed block copolymer (Claims 20-42) 
are disclosed. Note: the expression xx bif unctional 
molecule having at least one free functional group" 
in Claim 1 of the present application includes all 
the conventional bifunctional monomers which can 
form the end group of the hydrophilic block 
copolymer part, e.g. glycol in the case of 
polyethylene glycol. Therefore this mode of 
expression cannot make the claimed block copolymer 
novel with respect to D2 . Reference is also made at 
this point to page 19, lines 9-12, of the 
application, according to which preferred reactive 
groups are hydroxyl groups, inter alia. 



3. Claim 6 concerns "reactive groups" which are not 

explicitly mentioned in Dl and D2 . Claims 18 and 19 
claim method features which are not mentioned in Dl 
and D2 . If a person skilled in the art, proceeding 
from Dl or D2, is faced with the task of preparing 
further block copolymers containing a) a hydrophilic 
polymer with a functional group for binding surface- 
modifying substances and b) a hydrophobic polymer, 
the cited prior art does not suggest trying the 
compounds mentioned in Claim 6 or the method 
features mentioned in Claims 18 and 19, for example 
the use of the block copolymer as a porous moulded 
part, in order to solve the above-mentioned 
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technical problem . 



Therefore Claims 6, 



18 and 19 are novel and 



inventive . 



4 . 



The substrate pattern according to the method of 



Claims 20-22 is not mentioned in the passages from 
the literature cited in the international search 
report . 

Therefore Claims 20-22 are novel. 

If a person skilled in the art, proceeding from Dl 
or D2, is faced with the task of preparing further 
block copolymers containing a) a hydrophilic polymer 
with a functional group for binding surface- 
modifying substances and b) a hydrophobic polymer, 
the cited prior art does not suggest binding to the 
block copolymer the reactive groups and/or the 
surface-active substance, producing a substrate 
pattern. Therefore Claims 20-22 appear inventive. 

5. The deletion of the originally disclosed feature 

from Claim 1: "that, when the hydrophilic polymer is 
polyethylene glycol, the reactive group is not 
hydroxyl" , is not acceptable under PCT Article 
34(2) (b), since it was not originally disclosed. 



The amendment in Example 1 is unacceptable under PCT 
Article 34(2) (b) since it was not originally 
disclosed . 
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^ (57) Abstract: The invention relates to a block copolymer containing: a) a hydrophobic biodegradable polymer; b) a hydrophilic 
polymer and c) at least one reactive group for covalent binding of a surface-modified substance d) to the hydrophilic polymer b). 

^r* The invention relates to shaped bodies consisting of said block copolymer and to their utilization, particularly as carriers for tissue 
culture and active substances and for controlled release and targeted administration of active substances. 

q ( 57 ) Zrusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Blockcopolymer enthaltend a) ein hydrophobes bioabbaubares Po- 
lymer, b) ein hydrophiles Polymer und c) mindestens eine reaktive Gruppe fur die kovalente Anbindung einer oberflachenmodifizie- 
Q renden Substanz d) an das hydrophile Polymer b), Formkorper aus diesem Blockcopolymer sowie dessen Anwendung, insbesondere 
g> als Trager fiir die Gewebezuchtung, als Trager fur Wirkstoffe und zur kontrollierten Freigabe und gezielten Verabreichung von Wirk- 
stoffen. 
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Bioabbaubare Blockcopotymere mit modifizierbarer Oberflache 

Gegenstand der Erfindung sind Blockcopolymere mit einem hydrophoben 
bioabbaubaren Anteil und einem hydrophiien biokompatiblen Anteil, die die 
5 selektive Anbindung von oberflachenmodifizierenden Substanzen erlauben und 
zugleich die unselektive Adhasion unerwunschter Substanzen unterdrucken 
konnen, und daraus hergestellte Formkorper. 

Derartige Blockcopolymere eignen sich insbesondere als Trager fur Zellen fur die 
Gewebezuchtung, als Trager fur Wirkstoffe wie Medikamente, insbesondere zur 
10 kontroliierten Freigabe (drug delivery system) und zur gezielten Verabreichung 
von Wirkstoffen (drug targeting). 

Biomaterialien, zu denen die erfindungsgemafien Blockcopolymere gehoren, 
spielen bei einer Reihe medizinischer Applikationen eine herausragende Rolle. 

15 Unter Biomaterialien versteht man Substanzen, die im menschlichen oder 
tierischen Korper ais Ersatzstoffe fur korpereigene Materialien eine bestimmte 
Funktion ubernehmen. Beispiele hierfur sind Metalle oder Polymere, wie man sie 
zum Beispiel bei Totalendoprothesen im Bereich des Huftgelenks verwendet. Ein 
Nachteil vieler Biomaterialien, die nur vorubergehend im Korper eingesetzt 

20 werden, wie zum Beispiel Nagel oder Platten im Bereich der Chirurgie besteht 
darin, dass sie nach der Applikation entfernt werden mussen. Aus diesem 
Grunde setzte zu Beginn der 70er Jahre die intensive Suche nach 
bioabbaubaren Materialien ein, die sich wahrend der Applikation in korper- 
vertragliche Bruchstucke abbauen. 

25 Unter 'bioabbaubar' versteht man, dass das biologische System, in welches man 
ein Materia! bringt, zu dessen Abbau beitragt [Vert, M. et al. „Degradable 
Polymers and Plastics" Redwood Press Ltd. (1992) 73-92], Besonders 
hervorzuheben sind bioabbaubare Polymermaterialien, die in Oiigomere oder 
Monomere zerfallen. Als Beispiele fur deren Anwendung seien chirurgisches 

30 Nahtmaterial oder abbaubare Arzneistofftrager genannt. 
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Die erfolgreiche Anwendung bioabbaubarer Polymere hat zu einer intensiven 
Suche nach neuen synthetischen Materialien gefuhrt, aus der eine Vielzahl 
verschiedener Polymerklassen resultierte, wie zum Beispiel Poly(a- 
hydroxyester), Poly(p-hydroxyester), Polyanhydride, Polycyanoacrylate und viele 
5 andere [Gopferich, A. (1997) 451-472;G6pferich, A. Biomaterials17 (1996a) 103- 
114;G6pferich, A. EurJ.Pharm.Biopharm.42 (1996b) 1-11]. 

Besonderes Kennzeichen dieser Polymere ist ihre geringe Loslichkeit in 
wassrigen Medien, die sich erst durch den Polymerkettenabbau, d.h. die 
10 Hydrolyse zu niedermolekularen Oligomeren oder Monomeren, verbessert und 
damit zur Erosion dieser Materialien fuhrt. 

Neben der Entwicklung von synthetischen bioabbaubaren Polymeren setzte 
gleichzeitig eine intensive Suche nach naturiichen Polymeren ein, die ahnliche 

15 Eigenschaften besitzen. Beispiele hierfur sind Kollagen, Hyaluronsaure, Alginat 
und Zellulosederivate [Park, K. et al. Biodegradable Hydrogels for Drug Delivery 
(1993)]. Bei diesen Substanzen wird zum Teil in Kauf genommen, dass sie eine 
erhohte Wasserloslichkeit besitzen. Um die Wasserloslichkeit herabzusetzen, 
werden naturliche Polymere oft chemisch modifiziert, zum Beispiel durch 

20 Veretherungen und Veresterungen funktioneller Gruppen in der Polymerkette 
oder durch Quervernetzungen einzelner Strange. Als Beispiel sei hier die 
Quervernetzung von Kollagen, Gelatine oder Alginat genannt. 

Verschiedene bioabbaubare Polymere unterscheiden sich vor allem durch die 
25 Geschwindigkeit von Polymerkettenabbau und Erosion. Dies ist fur viele 
Anwendungen von Bedeutung, bei denen sich der Polymerkettenabbau uber 
einen definierten Zeitraum erstrecken muss, wie zum Beispiel bei der Freigabe 
von Arzneistoffen. 

30 Wesentlich fur die medizinische Anwendung synthettscher, partialsynthetischer 
und naturlicher bioabbaubarer Polymere ist deren Vertraglichkeit mit dem 
biologischen System, in welches sie eingebracht werden. Fur Anwendungen im 
menschlichen oder tierischen Organismus durfen einzelne Bauteile, wie zum 
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Beispiei Oligomere Oder Monomere nicht toxisch sein und die Poiymere durfen 
hochstens eine moderate Entzundungsreaktion im Gewebe auslosen. 
Die oben genannten bioabbaubaren Poiymere finden derzeit Verwendung zur 
kontrollierten Freigabe von Arzneistoffen (drug delivery) [Gopferich, A. 
5 EurJ.Pharm.Biopharm.42 (1996b) 1-11] und als Trager fur Zellen (tissue 
engineering) [Langer, R. and Vacanti, J. P. Science260 (1993) 920-926]. 

Im Rahmen des drug delivery geben bioabbaubare Poiymere Arzneistoffe durch 
Diffusion, Erosion, Quellung oder osmotische Effekte kontrolliert frei. 

10 

Im Bereich des tissue engineering setzt man bioabbaubare Poiymere zum 
Beispiei afs porose "Schwamme" ein, auf denen Zellen adharieren, proliferieren 
und differenziert werden konnen. Wahrend sich die Zellen zu einem 
Gewebeverband entwickeln, baut sich der Polymertrager ab und es resultiert ein 
15 Gewebe, welches sich in den menschlichen oder tierischen Korper 
transplantieren lasst. 

Beispiele fur Gewebe die derzeit auf diese Weise hergestellt werden, sind u.a. 
Knorpel, Knochen, Fettgewebe und GefaBe. 

20 Die Anwendung bioabbaubarer Poiymere im Bereich des tissue engineering und 
des drug delivery stellen besondere Anforderungen an diese Materialien. 
Neben der bereits erwahnten Biokompatibilitat der Poiymere und ihrer Abbau- 
produkten stellen diese Anwendungen besondere Anforderungen an die 
Oberflacheneigenschaften der Poiymere. 

25 

Zunachst seien einige Beispiele aus dem Bereich des drug delivery genannt : 
1. Man beobachtet haufig eine Adsorption von Molekulen (zum Beispiei 
Arzneistoffe, Proteine und Peptide) an die Polymeroberflachen. Dies kann 
dazu fuhren, dass der bioabbaubare Arzneistofftrager seine Dosis nicht im 
30 gewunschten Umfang und nicht mit der gewunschten Kinetik freisetzt. Im 

Extremfall kann dies auch die Inaktivierung des Wirkstoffes zur Folge 
haben. Die Adsorption von Wirkstoffen ist daher in vielen Fallen 
unerwunscht und muss unterdruckt werden. 
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2. Die Vertragiichkeit eines bioabbaubaren Polymers hangt in hohem MaRe 
von dessen Oberfiacheneigenschaften ab. So werden diese Polymere in 
Form von Teilchen im Mikrometer- und Nanometerbereich von Zellen des 
Immunsystems, wie zum Beispiel Makrophagen nach Absorption 
5 korpereigener Proteine erkannt und anschlieBend phagozytiert 



Die Kontrolle der Oberfiacheneigenschaften kleiner Teilchen als 
parenterale Arzneiformen ist daher fur deren erfolgreichen Einsatz 
erforderlich. 

10 

3. Man versucht seit langem, bioabbaubare Nanopartikel fur die gezielte Ver- 
abreichung von Substanzen an spezifische Gewebe (zum Beispiel Tumore 
Oder zentrales Nervensystem) einzusetzen (drug targeting). Dabei stellte 
sich heraus, dass korpereigenen Proteine, die auf den Partikeloberflachen 

15 adsorbiert werden, dafur verantwprtlich sind, wohin diese Partikel 

transportiert werden [Juliano, R.L. Adv. Drug Delivery Rev.2 (1988) 31-54]. 
Bisher ist man nur bedingt in der Lage, eine gezielte Adsorption dieser 
Proteine an die Partikel zu erreichen. Polymere, welche auf einfache Art 
und Weise die gezielte Modifikation ihrer Oberflachen eriauben, sind daher 

20 vorteilhaft. 



Auch im Bereich des tissue engineering spielen die Oberfiacheneigenschaften 
bioabbaubarer Polymere eine bedeutende Rolle : 

25 1. Die Wechselwirkungen zwischen Zellen und Polymer entscheiden tiber 
Zellwachstum und Zelldifferenzierung. Verantwortlich fur die Anheftung der 
Zellen an die Polymeroberflachen sind naturliche 
Verankerungsmechanismen der Zellen. Proteine, wie zum Beispiel 
Integrine, eriauben es, dass sich Zellen an spezifische Amino- 

30 sauresequenzen anheften. Die Anheftung an bioabbaubare Polymere 

kommt dadurch zustande, dass Proteine aus Korperflussigkeiten oder 
Zellkulturmedien unspezifisch an die Polymeroberflachen adsorbieren und 
sich die Zellen ihrerseits wiederum an die entsprechenden 
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Aminosauresequenzen der Proteine anheften. Diese unspezifische 
Adsorption von Proteinen bewirkt, dass sich eine Vielzahl verschiedener 
Zellen an die Oberflache anheftet. Dies ist vor allem dann von Nachteil, 
wenn auf dern bioabbaubaren Polymer eine bestimmte Zellsorte adhariert 
5 werden soil. Die Kontrolle Qber die Adsorption von Proteinen und Peptiden 

ist daher erwunscht. 



2. Die Aminosauresequenzen, an die Zellen anbinden, sind oft fur einen 
Zelltypus spezifisch, d.h. belegt man die Oberflache eines Polymers mit 

10 einer zellspezifischen Sequenz, dann adhariert bevorzugt dieser Zelltyp 

3. Die Membran einer Zelle tragt eine Reihe von Rezeptoren, wobei uber 
diese Rezeptoren Einfluss auf das Verhatten der Zelle genommen werden 
kann. Befinden sich daher entsprechende "Signalstoffe", wie zum Beispiel 

15 Hormone, Wachstumsfaktoren Oder Zytokine auf der Oberflache von 

Polymeren, an die die Rezeptoren binden konnen, lasst sich uber diese 
entsprechend belegten Polymeroberflachen das Verhalten der daran uber 
die Rezepzoren haftenden Zellen beeinflussen. 



20 Die oben genannten Beispiele zeigen die Bedeutung der 
Oberflacheneigenschaften eines bioabbaubaren Polymers bzw. die 
Bedeutung der Moglichkeit zur selektiven Modifizierung dieser Oberflache fur 
die erfolgreiche Applikation des Polymers. 

Die Modifizierung der Oberflacheneigenschaften bioabbaubarer Polymere ist 
25 seit einigen Jahren Ziel intensiver Forschung. 

Die ersten Ansatze zur Herstellung bioabbaubarer Polymere mit modifizierbaren 
Oberflachen gingen davon aus, in die Polymerkette von Poly(oc-hydroxyestern), 
wie zum Beispiel Polylactid, Monomere einzubauen, wie zum Beispiel Lysin, die 
30 eine funktionelle Gruppe enthalten, an die sich Molekule anheften lassen 
[Barrera, D.A. "Synthesis and Characterization of a novel Biodegradable Polymer 
- Poly(lactic acid-co-lysin) M 1993, Massachusetts Institute of Technology, PHD 
Thesis]. 
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Ein Nachteil dieser Polymere besteht darin, dass die funktionellen Gruppen, hier 
Aminogruppen, in der Oberflache nur schwer zuganglich sind. Um dies zu 
verbessern, wurden an diese funktionellen Gruppen Oligopeptide angeheftet, 
damit das Knupfen neuer chemischer Bindungen erleichtert wird. 
5 Von Nachteil ist, dass bei dem erhaltenen Polymer die unspezifische Adsorption 
von unerwunschten Proteinen und Peptiden erfolgt. 

Dies fuhrte zu neuen Entwicklungen, um ein breiter anwendbares System zu 
erhalten [Patel, N., Padera, R., Sanders, G. H., Cannizzaro, S. M., Davies, M. C. t 

10 Langer, R., Roberts, C. J., Tendler, S. J., Williams, P. M., and Shakesheff, K. M. 
"Spatially controlled Tissue Engineering on Biodegradable Polymer Surfaces n . 
25(1), 109-110. 1998. Controlled Release Society, Inc. Proceed. Int'l. Symp. 
Control. Rel. Bioact. Mater. 1998]. Dabei macht man sich die Bindung von Biotin 
an das Protein Avidin zunutze, die sehr spezifisch ist. Man verankert Biotin auf 

15 einer Polymeroberflache und bindet an die Substanz, mit der man die Oberflache 
belegen will ebenfalls Biotin. In Gegenwart von Avidin, welches mehrere 
Bindungsstellen fur Biotin besitzt, kommt es dann zur gezielten Anheftung der 
biotinylierten Verbindung an die Oberflache. 

Ein Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass sich auf einer Polymeroberflache 
20 Muster erzeugen iassen. Dies hat Bedeutung fur Gewebe, bei denen eine 
strukturierte Anordnung von Zellen erforderlich ist. 

Von Nachteil ist jedoch, dass man uber die Verankerung von Avidin ein Protein 
verwendet, welches korperfremd ist und somit zu unerwunschten Reaktionen 
fuhren kann. Zusatzlich muss die zu verankernde Substanz erst biotinyliert 
25 werden, was das Verfahren kompliziert und damit die Anwendbarkeit 
einschrankt. Gleichzeitig ist die Oberflache mit Avidin belegt, was fur viele 
Anwendungen unerwiinscht ist. 

Andere Methoden verwenden zur Anheftung oberflachenmodifizierender 
30 Substanzen an die Oberflache des bioabbaubaren Polymers ein weiteres 
Polymer. 

So wird zum Beispiel Polyethylenglykol an die zu modifizierende Oberflache 
angeheftet, was die entsprechende Existenz funktioneller Gruppen auf den 
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Oberflachen voraussetzt [US-Patent 5,906,828]. Diese funktionellen Gruppen 
mussen bei diesen Entwicklungen zurn Teil durch chemische Reaktionen erst 
erzeugt werden. Dies ist ein zusatzlicher Verfahrensschritt und erhoht den 
Aufwand fur die Anwendung dieses Verfahrens in unerwunschter Weise. 

5 

In dem US-Patent 5,330,911 ist die Verankerung von speziellen 
Peptidsequenzen auf Keramiken, Polyhydroxyethylmethacrylat und 
Polyethylenterephthaiat beschrieben. Das Verfahren setzt die Existenz 
funktioneller Gruppen voraus und ist nicht dazu geeignet, unspezifische 
10 Adsorption zu unterdrucken. 

Ein weiteres Verfahren stutzt sich auf Polyalkylimin a!s Abstandshalter („Spacer") 
zwischen der Polymeroberflache und anzuheftender Substanz [US-Patent 
5,308,641]. Das Verfahren hat die gleichen Nachteile wie fur US-Patent 
15 5,330,911 beschrieben und setzt die Existenz entsprechender funktioneller 
Gruppen auf der Polymeroberflache voraus. 

tn dem US-Patent 5897955 und der WO 97/46267 A1 wird ein Verfahren 
beschrieben, wobei die zu modifizierende Oberflache des Polymers zunachst mit 
20 einem Tensid belegt wird, welches dann erst nach Quervernetzung die 
eigentliche Oberflache bildet, an die Substanzen gebunden werden konnen. 
Auch hier ergibt sich der Nachteil, dass damit keine ausreichende Maskierung 
der Oberflache erzielt wird und unspezifische Adsorption nicht unterdruckt 
werden kann. 

25 

Zur Erhohung der Kompatibilitat von Polymeroberflachen wurde vorgeschlagen, 
an diese Oberflachen asymmetrische Molekule uber radikalrsche Mechanismen 
anzubinden. Diese Vorgehensweise ist dadurch an spezifische Materialien 
gebunden, die zunachst an der Polymeroberflache adsorbieren und sich 
30 anschliefiend quervernetzen lassen. 

GemaG> dem US-Patent 5,263,992 wird die Oberflache von Biomaterialien 
zunachst mit einem Verbindungsmolekul in einer radikalischen Reaktion 
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uberzogen, wobei das Verbindungsmolekul eine funktionelle Gruppe tragt, an die 
oberflachenmodifizierende Substanzen gebunden werden. Nachteil des 
Verfahrens besteht wiederum darin, dass die Adsorption von unerwiinschten 
Substanzen durch diesen Aufbau nicht unterdruckt wird. 

5 

US-Patent 5,320,840 beschreibt ein Polymer, welches wasserloslich ist und 
damit nicht den Anforderungen an eine feste wasserunlosliche bioabbaubare 
Matrix genugt. Viele Verfahren, wie zum Beispiel das in US-Patent 5,240,747 
beschriebene, erfordern zur Modifizierung von Polymeroberfiachen drastische 
10 Bedingungen, wie zum Beispiel die Bestrahlung mit UV Licht oder die Prasenz 
funktioneller Gruppen in Form von Aminogruppen oder Polyaminen (US-Patent 
5,399,665 und US-Patent 5,049,403). 

Die oben dargelegten Beispiele zeigen den Bedarf an bioabbaubaren Poiymeren, 
15 die folgende Eigenschaften besitzen: 

1. Ausreichende Maskierung der Polymeroberflache zur Unterdruckung 
unspezifischer Adsorption von Substanzen, 

2. Unterdruckung der unspezifischen Adhasion von lebenden Zellen, 

3. Vollstandige Bioabbaubarkeit und Biovertraglichkeit der Abbauprodukte, 
20 4. Einstellbarkeit der Dichte funktioneller Gruppen auf der Polymeroberflache, 

die fur die chemische Reaktion mit einer Vielzahl 
oberflachenmodifizierender Substanzen geeignet sind, 

5. Bereitstellung der MogKchkeit, die Polymeroberflache mit mehreren 
verschiedenen Substanzen zu belegen, 
25 6. vor oder nach der Verarbeitung zu Formkorpern (zum Beispiel Filme, 
porose Schwamme, Mikropartikel, Nanopartikel, Mizellen etc.) eine 
Bindung der oberflachenmodifizierenden Substanzen zu erlauben, und 

7. Bildung von Mustern durch Bindung oberflachenmodifizierender 
Substanzen auf der Polymeroberflache. 

30 

Um an Polymeroberfiachen oberflachenmodifizierende Substanzen dauerhaft zu 
verankern, sind zwei Voraussetzungen zu erfullen: 
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1. Die Poiymere mussen an ihrer Oberflache funktionelle Gruppen tragen, an 
denen sich die Substanzen chemisch binder* lassen. 

2. Die funktionellen Gruppen mussen fur diese chemischen Reaktionen gut 
zuganglich sein. 

5 

Bekannte bioabbaubare Poiymere, wie Poly(a~hydroxy ester) [zum Beispiel 
Poly(Iaktid), Poly(laktid-co-glykolid)], Polyanhydride oder Poly(S-hydroxy ester), 
besitzen zwar geeignete funktionelle Gruppen an beiden Molekulenden, 
allerdings sind diese Gruppen an der Oberflache nur schwer zuganglich. 
10 Poly(laktid) hat beispielsweise eine Alkohol- und eine Carbonsaurefunktion als 
Endgruppe, die allerdings aus oben genannten Grunden eine Anbindung an die 
Polymeroberflache nicht erlauben. 

Zur Losung der vorstehend genannten Aufgaben wird erfindungsgemaB ein 
15 Blockcopolymer bereitgestellt enthaltend 
ein hydrophobes bioabbaubares Polymer, 
ein hydrophiles biokompatibles Polymer, 

mindestens eine reaktive Gruppe fur die kovalente Anbindung von einer 
oberflachenmodifizierenden Substanz d) an das hydrophile Polymer b), 
20 wobei die mindestens eine reaktive Gruppe c) ausgewahlt ist unter 1) einer 
funktionellen Gruppe und/oder 2) einem mindestens bifunktionellen Molekul mit 
mindestens einer freien funktionellen Gruppe, mit der MaBgabe, dass wenn die 
hydrophile Komponente b) Polyethylenglygol ist, die reaktive Gruppe c) keine 
Hydroxylgruppe ist. 

25 

Gemad einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein oberflachenmodifiziertes 
Blockcopolymer, das als zusatzliche Komponente eine 
oberflachenmodifizierende Substanz d) uber die reaktive Gruppe c) als 
Bindeglied gebunden aufweist und Verfahren zu deren Herstellung. 
30 In einer bevorzugten Ausgestaltung liegen die Blockcopolymere als Formkbrper 
vor. 
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Weiter betrifft die Erfindung die Anwendung der Blockcopoymere, insbesondere 
im Bereich des drug delivery, drug targeting und vorzugsweise fur das tissue 
engineering. 

5 Aufgrund ihres Aufbaus aus einem hydrophoben und einem hydrophilen Anteil 
besitzen die erfindungsgemafcen Blockcopolymere einen tensidartigen 
Charakter. Dieser bewirkt, dass das Polymer zum Beispiel bei Kontakt mit einem 
wassrigen Medium eine Orientierung erfahrt, wobei die hydrophile Komponente 

b) auf der Polymeroberflache angereichert vorliegt und dadurch die freie 
1 0 Zuganglichkeit oberflachenmodifizierender Substanzen d) an die reaktive Gruppe 

c) fur die Anbindung ermoglicht. 

Gegenstand der Erfindung sind somit Polymere, bei denen ein Teil der Kette, die 
hydrophile Komponente b) aus der Polymeroberflache herausragt und fur einen 
15 ausreichenden Abstand zwischen Polymeroberflache und reaktiver Gruppe c) 
sorgt, wodurch die Bindung von oberflachenmodifizierenden Substanzen an die 
reaktive Gruppe c) erleichtert wird. 

Dadurch lassen sich auf einfache Art und Weise spezielle Oberflachen 
konstruieren und bestmoglich fur solche Anwendungen praparieren, bei denen 
20 die Oberflache von Materialmen dazu dient, eine bestimmte Funktionalitat zu 
ubernehmen. 

Gleichzeitig sorgen die erfindungsgemaBen Blockcopolymere fur eine 
Unterdruckung der unspezifischen Adsorption von Molekulen und Adhasion von 
25 Zellen an ihrer Oberflache. 

Eine wichtige Eigenschaft der hier beschriebenen Blockcopolymere ist die 
vollstandige Biokompatibilitat der verwendeten Molekulteile, wobei mindestens 
die hydrophobe Komponente a) biologisch abbaubar ist. 
30 Hierin besteht auch ein Vorteil dieser Polymere im Vergleich zu bereits 
beschriebenen Systemen zur Modifizierung von Oberflachen, die zum Beispiel 
auf Polystyrol, Glas oder Metalle zuruckgreifen [Mikulec, L.J. and Puleo, D.A. 
J.Biomed.Mater.Res.32 (1996) 203-208; Puleo, D.A. J.Biomed.Mater.Res.29 
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(1995) 951-957; Puleo, D.A. Biomaterials17 (1996) 217-222;Puleo, D.A. 
J.Biomed.Mater.Res.37 (1997) 222-228]. 

Im Gegensatz zu den genannten Materialien haben die erfindungsgemalJen 
Blockcopolymere das Potential sich nach Implantation in den menschlichen oder 
5 tierischen Korper je nach Bedarf in einer bestimmten Zeit zu zersetzen und den 
Korper zu veriassen. 

Durch die Wahl der Komponenten a) und b) des Blockcopolymers, d.h. die Art 
und Lange der hydrophoben und der hydrophilen Polymerkette, lassen sich die 

10 Materialeigenschaften des Blockcopolymers festlegen. Beispielsweise kann man 
uber die Lange bzw. Struktur der hydrophilen Komponente b) die Beweglichkeit 
der fixierten Substanz d) variieren. Uber die Lange und Struktur der hydrophoben 
Komponente a) konnen die Abbaueigenschaften, die mechanische Festigkeit 
und die Loslichkeit zum Beispiel in Wasser oder einem organischen 

15 Losungsmittel des Copolymers gesteuert werden. 

So ist es moglich durch Veranderung der bioabbauren, lipophilen Kette der 
Komponente a) des Blockcopolymers die Abbauzeit zu verlangern und die 
mechanische Festigkeit der Polymere zu erhohen. 

20 

Die erfindungsgemafie Ausgestaltung ais Blockcopolymer unterstutzt die 
Orientierung, wobei die hydrophile Komponente uberwiegend auf der 
Polymeroberflache zu liegen kommt und fordert zum Beispiel die Ausbildung von 
Micellen im wassrigen Medium. 

25 

Es zeigen 

Abbildung 1 die Anbindung einer oberflachenmodifizierenden Substanz d) an die 
Oberflache eines erfindungsgema(ien Blockcopolymers uber die reaktive Gruppe 

c); 

30 Abbildung 2 den Aufbau eines erfindungsgemalien Blockcopolymers; 

Abbildung 3 eine mit unterschiedlichen Substanzen d) belegte Oberflache 
eines erfindungsgemaflen Blockcopolymers; 
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Abbildung 4 Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von erfindungsgemalien 
Blockcopolymeren mit unterschiedlichen Gehalt an Polyethylenglykol mit einem 
Molekulargewicht von 5000 Da und einem Vergleichspolymer ohne PEG; 
Abbildung 5 ESCA Spektren der Proteinadsorption auf unterschiedlichen 
5 Polymerfilmen; 

Abbildung 6 ESCA Spektren der Peptidadsorption auf unterschiedlichen 
Polymerfilmen; 

Abbildung 7 Lichtmikroskopische Aufnahmen von Praadipozyten 3T3-L1 auf 
unterschiedlichen Polymerfilmen; 
10 Abbildung 8 REM Aufnahmen von mesencymalen Stammzellen aus Ratten auf 
unterschiedlichen Polymeren; 

Abbildung 9 Bestimmung der Aktivitat eines erfindungsgemaSen 
Blockcopolymers uber die Anbindung von EDANS und 

Abbildung 10 die Anbindung von Trypsin an ein erfindungsgemaBes Polymer. 



In den Abbildungen beziehen sich die verwendeten tiefgestellten Indices in den 
Polymerbezeichnungen auf das Molekulargewicht (Mn) ausgedruckt in kDa. 

In Abbildung 2 ist ein erfindungsgema&es oberflachenmodifiziertes 
20 Blockcopolymer mit seinen wesentlichen Bauteilen hydrophobe Komponente a), 
hydrophile Komponente b) und reaktive Gruppe c) sowie 
oberflachenmodifizierende Substanz d) dargestellt. 

Hierbei dient die hydrophobe Komponente a) als Trager und zur Fixierung des 
gesamten Blockcopolymers, die hydrophile Komponente b) dazu, die reaktive 
25 Gruppe c) fur die kovalente Anbindung einer oberflachenmodifizierenden 
Substanz d) verfugbar zu machen und zur Maskierung der Oberflache und die 
reaktive Gruppe c) als Bindegiied zur dauerhaften Anbindung der 
oberflachenmodifizierenden Substanz d). 



15 



30 Das erfindungsgemaBe Blockcopolymer kann fur die jeweiligen Anwendungen in 
eine beliebige dafur geeignete Form gebracht werden, wobei die hierbei 
erhaltenen Formkorper ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. 
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Das Blockcopolymer kann als zum Beispiei als Film, Partikel in der gewunschten 
GroRe wie zum Beispiei Nano- Oder Mikropartikel oder dreidimensionaler 
Formkorper wie zum Beispiei Monolith vorliegen. Die Formkorper konnen poros 
sein. GemaB einer bevorzugten Ausgestaltung bildet das Blockcopolymer einen 
5 porosen Formkorper zum Beispiei in Art eines Schwammes. 

ErfindungsgemaB von Vorteil ist, dass das Blockcopolymer bzw. die daraus 
gebildeten Formkorper fur Jnstantreaktionen" mit der Substanz d) geeignet sind, 
was bedeutet, dass sie auf Vorrat im voraus hergesteilt und bis zur Anwendung 
10 ohne weiteres geiagert werden konnen, ohne dass sie fur die geplante 
Anwendung erst zeitaufwendig frisch zubereitet werden mussen 

Das Blockcopolymer kann aus einem oder mehreren, auch verschiedenen 
Biocken aus der hydrophoben a) und hydrophilen Komponente b) aufgebaut 
15 sein, wobei die einzelnen Blocke gleiche Monomere mit gegebenenfalls 
unterschiedlicher Kettenlange oder verschiedene Monomere enthalten konnen. 

Gemaft einer bevorzugten Ausgestaltung wird als Blockcopolymer ein 
Diblockcopolymer eingesetzt. 

20 

Die Komponenten a) und b) konnen gleichzeitig oder unabhangig voneinander 
linear oder verzweigt, kamm- oder sternformig sein. 

Komponente a) kann auch bei Bedarf eine quervernetzte Verbindung sein. 

25 Die Oberflache des Blockcopolymers kann mit einer einzigen Oder mit 
verschiedenen Substanzen d) belegt sein, die mindestens eine Substanz d) kann 
auf der Oberflache ein beliebiges Muster ausbilden, zum Beispiei kann die Dichte 
der mindestens einen Substanz d) ortlich konstant oder variabel sein, sie kann 
einen Gradienten ausbilden usw. 

30 Die Art der Belegung der Oberflache kann je nach Anwendungsfall gewahlt 
werden. So hat sich gezeigt, dass eine graduelle Belegung mit 
Wachstumsfaktoren vorteilhaft sein kann. 
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Als bioabbaubare hydrophobe Komponente a) kann ein beliebiges, fur die 
genannten Applikationen bekanntes bioabbaubares hydrophobes Polymer 
eingesetzt werden wie sie auch vorstehend bereits genannt worden sind. 
Weitere Polymere konnen der Literatur entnommen werden. 
5 Das Polymer fur die Komponente a) kann synthetisch, partialsynthetisch Oder 
naturlichen Ursprungs sein. 

Sie kann ein Poly(a-hydroxyester (zum Beispiel Polymilchsaure, Polyglykolsaure 
und deren Copolymeren), Poly(e-Caprolacton), Poly((3-hydroxyester (wie zum 

1 0 Beispiel Poly(|3-Hydroxybutyrat), Poly((3-Hydroxyvalerat)), Poly(dioxanon), 
Polyapfelsaure, Polyweinsaure, Polyorthoester, Polycarbonat, Polyamid, 
Polyanhydrid, Polyphosphazen, Peptid, Polysaccharid, Protein u.a. Polymer sein 
wie sie in Gopferich A. "Mechanism of Polymer Degradation and Elimination" In: 
Domb A, Kost JWiseman D, eds. Handbook of Biodegradable Polymers. 

15 Harwood acad. publ. Inc., 1997: 451-472; Gopferich A : "Mechanisms of Polymer 
Degradation and Erosion" Biomaterials 17 1996a S. 103-1 14 und Gopfer ich, A. 
Biomaterials17 (1996a) 103-114; Gopferich, A. Eur.J.Pharm.Biopharm.42 
(1996b) 1-11; Leenslag, J.W. et al. Biomaterials (1987) 311-314; Park, K. et al. 
Biodegradable Hydrogels for Drug Delivery (1993); Suggs, L.J. and Mikos, A.G. 

20 (1 996) 61 5-624 beschrieben worden sind. 

Weitere geeignete Verbindungen sind zum Beispiel irn Handbook of 
biodegradable Polymers (1997) 451-472 beschrieben. 

Vorzugsweise ist das hydrophobe Polymer a) mindestens ein Polymer, das 
25 ausgewahlt ist unter einem Polyester, Poly-e-caprolacton, Poly-a-hydroxyester, 
Poly-p-hydroxyester, Polyanhydrid, Polyamid, Polyphospazen, Polydioxanon, 
Polyapfelsaure, Polyweinsaure, Polyorthoester, Polycarbonat, Polysaccharid, 
Peptid und Protein. 

30 Insbesondere ist die hydrophobe Komponente a) mindestens ein Polymer 
ausgewahlt unter Polylactid, Polyglykolid, Poly(lactid-co-glykolid), Poly-p- 
hydroxybutyrat und Poly-p-hydroxyvalerat. 
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Vorzugsweise ist die hydrophobe Komponente a) wasserunloslich. 

Als bioabbaubare Komponente a) sind besonders Polymere geeignet, bei denen 
der Polymerkettenabbau durch Hydroiyse, enzymatische-, photolytische Oder 
5 andere Reaktionen herbeigefuhrt werden kann. 

Die minimale Kettenlange n, gemessen in Monomeren, betragt n=2, die 
Obergrenze ergibt sich aus den fur das jeweilige Monomer in der 
Polymerisationsreaktion maximal erreichbaren Molmassen bzw. aus den 
10 erwunschten Eigenschaften fur das Polymer, d.h. in Abhangigkeit von der 
beabsichtigten Anwendung. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung beziehen sich die Angaben uber die 
Molmassen (Molekulargewicht), soweit nicht anders angeben, auf das 
15 Zahlenmittel Mn. 

So kann sich die Kettenlange der Polymere fur die Komponente a) von wenigen 
bis zu mehreren tausend Monomereinheiten bewegen und das Polymer ein 
Molekulargewicht von uber 10 Millionen Dalton aufweisen kann. 
20 Beispielsweise ist fur Polylactid eine obere Grenze der Molmasse von bis zu 
100.000 Da bevorzugt 

Wie bereits vorstehend erwahnt entscheidet die Lange der hydrophoben 
Komponente a) uber die Eigenschaften des Bfockcopolymers wie der 
25 Abbaueigenschaften und der mechanischen Festigkeit. 

Beispielsweise fuhrt im Fall einer erfmdungsgemaB bevorzugten Kombination 
von Poly(D f L-lactid) (PLA) als hydrophober Komponente a) und 
Poly(ethylenglykol) (PEG) fur die hydrophile Komponente b) eine Kettenlange 
30 der hydrophoben Komponente a) von ca. n < 20 zu wasserloslichen Produkten. 
Ist der PEG Gehalt grolier als der PLA Gehalt, dann kann ebenfalls mit 
wasserloslichen Produkten gerechnet werden. 
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Als hydrophile Komponente b) kann ein synthetisches, partialsynthetisches Oder 
naturliches biokompatibies hydrophiles Polymer eingesetzt werden, die auch 
biologisch abbaubar sein kann. 

Sie ist aufgebaut aus mindestens bifunktionalen und vorzugsweise 
5 wasserlosiichen Bausteinen. 

Beispiele fur geeignete Polymere sind Polyethylenglykole, Poiyacrylamide, Poly- 
vinylalkohol, Polysaccharide (zum Beispiel modifizierte Cellulosen und Starken), 
Alginate, Peptide und Proteine. 

10 

Bevorzugte Beispiele fur die hydrophile Komponente b) sind Polyethylenglykol, 
Polypropylenglykol, Polyethylenglykol/Polypropylenglykol-Copolymer, 
Polyethylenglykol/Polypropylenglykol/Polyethylenglykol-Copolymer, 
Polybutylenglykol, Polyacrylamid, Poiy vinylalkohol, Polysaccharid, Peptid und 
15 Protein. 

Wird als hydrophile Komponente b) ein symmetrisches Molekul wie zum Beispiel 
PEG mit zwei gleichen funktionellen Endgruppen, hier Hydroxyl, eingesetzt, 
sollte bei der Verknupfung mit der hydrophoben Komponente a) darauf geachtet 

20 werden, das die hydrophobe Komponente nicht gleichzeitig mit beiden 
funktionellen Endgruppen reagiert und damit keine der funktionellen Endgruppen 
als reaktive Gruppe c) zur kovalenten Anbindung von 
oberflachenmodifizierenden Substanzen mehr zur VerfOgung steht. 
Urn dieses Problem zu umgehen wird fur die Synthese eine hydrophile 

25 Komponente b) mit zwei unterschiedlichen funktionellen Endgruppen eingesetzt 
wie nachstehend am Beispiel des bevorzugt eingesetzten PEGs erlautert wird, 
wobei diese Ausfuhrungen analog fur andere symmetrische Molekule gelten, die 
als hydrophile Komponente b) fur das erfindungsgema&e Blockcopolymer 
einsetzbar sind. 

30 So wird im Fall von PEG mit zwei Hydroxylgruppen als Endgruppen eine der 
Hydroxylgruppen durch eine andere funktionelle Gruppe ersetzt. 
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Beispielsweise kann Po!y(ethylenglykoI)-amin (PEG-NH 2 ) verwendet werden, bei 
dem eine endstandige Hydroxylgruppe durch eine primare Aminogruppe ersetzt 
wurde. 

Dies gestattet es im Rahmen der Synthese die Anheftung der Monomere der 
5 hydrophoben Komponente a) so zu steuern, dass die chemische Reaktion nur an 
einem Molekulende ablauft. 

Die Art der funktionellen Endgruppen ist dabei nicht auf Hydroxylgruppen und 
Aminogruppen beschrankt. Alternativ lassen sich Thiolgruppen, 
Doppelbindungen oder Carbonylfunktionen fur die Synthese einsetzen. Weitere 
10 funktionelle Gruppen sind an sich bekannt und konnen der Literatur entnommen 
werden. 

Auch die Ketteniange der hydrophilen Komponente bestimmt sich je nach 
Anwendung und Bedarf. 
15 Beispielsweise liegt die minimale Ketteniange fur PEG bzw. eines 
asymmetrischen substituierten PEGs wie zum Beispiel PEG-NH 2 bei einer 
Ethyleneinheit (Ethanolamin). 

Die obere Grenze kann fur bestimmte Anwendungen in menschlichen und 
tierischen Korpern durch das Erfordernis gesetzt sein, dass die freigesetzten 
20 Bruchstucke noch nierengangig sein sollten und ausgeschieden werden konnen. 

Geeignete Molmassen insbesondere fur die Anwendung im menschlichen oder 
tierischen Korper iiegen vorzugsweise bei 200 bis 10.000 Da, besonders 
bevorzugt bei 1.000 bis 10.000 Da, wobei insbesondere fur Anwendungen 
25 au&erhalb eines menschlichen oder tierischen Korpers auch Polymere mit 
hoheren Molmassen bis zu mehreren Millionen Da einsetzbar sind. 
Vor allem PEG hat sich als besonders geeignet erwiesen eine 
Polymeroberflache gegen die Adsorption von Molekulen und die Adhasion von 
Zellen zu maskieren. 

30 

Erfindungsgemafi besonders bevorzugt sind Blockcopolymere, die aus 
folgenden Kombinationen zusammengesetzt sind. 
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Das hydrophobe Polymer a) ist mindestens eines ausgewahlt unter Polylactid, 
Polyglykoiid und Poly(lactid-co-glykolid). 

Insbesondere bevorzugt ist ein Polylactid, zum Beispiel ein Poly(D,L-Lactid), 
vorzugsweise mit einer Moimasse in einem Bereich von 1.000 bis 100.000, 
5 insbesondere bis 50.000 Da. 

Das hydrophile Polymer b) ist ein Polyethylenglykol (PEG) , wobei 
Polyethylenglykole mit einer Moimasse in einem Bereich von 200 bis 10.000 Da, 
insbesondere 1.000 bis 10.000 Da, besonders bevorzugt sind. 

10 Prinzipiell kann die reaktive Gruppe c) eine beliebige funktionelle Gruppe Oder 
ein mindestens bifunktionelles Molekul sein, die mit der gewahlten 
oberflachenmodifizierenden Substanz d) eine kovalente Bindung ausbilden 
konnen. 

15 Die reaktive Gruppe c) kann bestehen aus 

einer einzelnen funktionellen Gruppe (zum Beispiel Aminogruppe, 
Carboxylgruppe) und damit direkter Aktivierung des hydrophilen Polymers 
(zum Beispiel aktivierte Saurefunktion oder Epoxid); 

physiologischen Dicarbonsauren (Bernsteinsaure, Weinsaure und 
20 Abwandlungen davon wie sie in Anderson, G.W. et al. 

J.Am.Chem.Soc.86 (1964) 1839-1842] beschrieben sind, die mit 
Abgangsgruppen (Succinimidylestern) versehen sind, um die Bildung 
einer bzw. zweier Saureamidgruppierungen zu erreichen; 
Dialdehyden (z.B Glutardialdehyd); 
25 Speziellen "Molekulen" fur selektive Bindung von Thiolen wie sie in 

Hermanson, G.T. Bioconjugate Techniques (1996) beschrieben sind, zum 
Beispiel N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) oder 
Succinimidyl-4-(N-maieimidomethyl)-cyclohexan-1-carboxylat (SMCC); 
Photoreaktiven Crosslinkern wie sie in Hermanson, G.T. Bioconjugate 
30 Techniques (1996) beschrieben sind, zum Beispiel N- 

Hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicylsaure (NHS-ASA), Sulfosuccinimidyl-2- 
(p-azidosalicylamido)ethyl-l ,3 -dithiopropionat (SASD); 
Spaltbaren Crosslinkern wie sie in Hermanson, G.T. Bioconjugate 
Techniques (1996) beschrieben sind, zum Beispiel Verbindungen aus den 
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oben genannten Gruppen, die sich durch spezielle Reagenzien spalten 
lassen zum Beispiel Disulfide durch Hydrogenolyse oder durch 
Disulfidaustausch, Glykolgruppen mit Periodat (zum Beispiel bei der 
Weinsaure), Estergruppen mit Hydroxylamin; und 
5 Enzymatisch spaltbaren Molekulen wie entsprechende Peptide, zum 

Beispiel die Sequenz Leu-Gly-Pro-Ala, die von Kollagenase gespalten 
werden kann, oder Oligosaccharide. 

Besonders bevorzugte Beispiele sind reaktive Gruppen c) ausgewahlt unter 
10 mindestens einer Aminogruppe, Hydroxylgruppe, Thiol, Carbonsaure, 

Saurechlorid, Ketogruppe, Dicarbonsaureamid, 3-Maleinimidopropionsaure-N- 
succinimidylester und Succinimidylester. 

Im Falle von PEG, das eine symmetrische Verbindung ist, ist die reaktive Gruppe 
c) von Hydroxyl unterschiedlich zu wahlen. 

15 

Die Synthese der erfindungsgemaften Blockcopolymere laSt sich prinzipiell auf 
verschiedenen Wegen bewerkstelligen, wobei gangige Methoden der 
Poiymerchemie verwendet werden. 

Zum einen konnen die Blocke a) und b) separat synthettsiert und anschlieSend 
20 kovalent gebunden werden. Alternativ dazu ist es moglich eine Polymerkette 
vorzulegen und die fehlende Kette durch Polymerisation an einem Polymer- 
kettenende zu synthetisieren. So ist es zum Beispiel moglich, Blockcopolymere 
aus Poly(D,L-lactid) und Poly(ethylenglykol)-amin (PLA-PEG-NH 2 ) zu 
synthetisieren, indem man PEG-NH 2 vorlegt und die bioabbaubare PLA Kette 
25 durch Ringoffnungspolymerisation aus Dilactid am Hydroxyende des PEG-NH 2 
synthetisiert. Prinzipiell ist auch die umgekehrte Vorgehensweise moglich. 

Die reaktive Gruppe c) kann hierbei wie im vorstehenden Beispiel im erhaltenen 
Polymer bereits vorhanden sein bzw. kann bei Bedarf eine in der hydrophilen 
30 Komponente b) vorhandene funktionelle Gruppe fur die Anbindung der 
erwunschten oberflachenmodifizierenden Substanz d) zu einer geeigneten 
reaktiven Gruppe c) umgesetzt oder eingefuhrt werden. 
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So kann das BJockcopoIymer mit nukleophilen Gruppen modifiziert werden, 
indem ein mindestens bifunktionelies Molekul wie zum Beispiel 
Disuccinimidylsuccinat, an eine freie Endgruppe der Komponente b) gekoppelt 
wird. 

5 Diese Reaktion kann im einfachsten Fall in Lbsung stattfinden. Im Falle von PLA- 
PEG-NH 2 eignet sich zum Beispiel DMSO ais Losungsmittel. Die Reaktion kann 
auch nach der Verarbeitung des Blockcopolmyers zum Beispiel zu einem 
geeigneten Formkorper an dessen Oberfiache stattfinden. 

Der Vorteil der Aktivierung mit einer reaktiven Gruppe c) besteht darin, dass die 
10 Kopplung von vielen oberflachenmodifizierenden Substanzen d) in Wasser 
ablauft. Durch die reaktive Gruppe c), welche an den hydrophilen Block b) 
geknupft wird, endet dieser Block mit einer aktiven Gruppe, die in der Lage ist, 
andere Molekule mit nukleophilen funktionellen Gruppen, wie zum Beispiel 
Aminogruppen, zu binden. Abbildung 1 stellt die Anheftung einer oberflachen- 
15 modifizierenden Substanz an eine solche Polymeroberflache schematisch dar. 

Uber die im Anschluss stattfindende Anheftung der oberflachenmodifizierenden 
Substanz d) an den hydrophilen Molekulteil b) kann dann die gewunschte 
Oberflacheneigenschaft eingestellt werden. 

20 

Oberflachenmodifizierende Substanzen d), die fur eine Bindung verwendbar 
sind, sind im allgemeinen solche, die eine nukleophile Gruppe - beispielsweise 
eine Aminogruppe - tragen, wie zum Beispiel: Kohlenhydrate, unter anderem 
Mono-, Oligo- und Polysaccharide und Glykoside, Peptide, Proteine, 
25 Heteroglykane, Proteoglykane, Glykoproteine, Aminosauren, Fette, 
Phospholipide, Glykolipide, Lipoproteine, Arzneistoffe, Antikorper, Enzyme, DNA 
/ RNA, Zellen, die zum Beispiel uber auf der Zellmembran befindliche Proteine 
direkt an das Blockcopolymer anbinden konnen, aber auch Farbstoffe und 
molekulare Sensoren. 

30 

Beispiele fur Peptide sind solche mit dem Motiv -RGD-, IKVAV oder YIGSR und 
fur Proteine Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel IGF, EGF, TGF, BMP und 
Basic FGF, Proteine und Glykoproteine der extrazellularen Matrix wie zum 
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Beispiel Fibronektin, Kollagen, Laminin, bone sialo protein und Hyaluronsaure. 
Weitere Substanzen sind in der einschlagigen Literatur beschrieben. 

Das erfindunggemalie Blockcopolymer eignet sich insbesondere zur Herstellung 
5 von drug targeting-Systemen, drug delivery-Systemen, Bioreaktoren, 
vorzugsweise porosen Formkorpern, fur therapeutische und diagnostische 
Zwecke, fur das tissue engineering und als Emulgator. 

Nachstehend wird die Anbindung der oberflachenmodifizierenden Substanz 
10 allgemein und in bezug auf bevorzugte Anwendungen naher erlautert 

Fur die Anbindung kann das Blockcopolymer wie die Substanz in Losung 
vorliegen oder das Blockcopolymer bildet eine immobilisierte feste Oberflache, 
an die die in Losung vorliegende Substanz d) bindet. 
15 Entscheidender Vorteil der Verwendung des erfindungsgemafcen 
Blockcopolymers dabei ist, dass die Kopplungsreaktionen unter sehr milden 
Bedingungen auch im wassrigen Medium durchfuhrbar sind und damit auch 
empfindliche Substanzen d) angebunden werden konnen. 

20 So kann man Proteine bei Raumtemperatur und bei einem fur das Protein ge- 
eigneten pH ohne Denaturierung an der Poiymeroberflache fixieren. Oder man 
kann Substanzen, die mittels Bestrahlung von Licht an die Oberflache gebunden 
werden sollen, in einem beliebigen Losungsmittel losen, in welchem das Polymer 
unloslich ist. Bei anschlieRender Bestrahlung mit UV-Licht kann dann die 

25 Bindung an die Oberflache ebenfalls bei Raumtemperatur geknupft werden. 

Fur eine Anbindung sind also prinzipiell mehrere Bedingungen denkbar, wobei 
durch die Verwendung des erfindungsgemaSen Blockcopolymers genugend 
Freiheiten bestehen, in Bezug auf die Stabilitat der Substanz d) und des 
30 Polymers optimale Bedingungen zu wahlen. 

Durch die erfindungsgemad ermoglichte einfache Art der Anbindung von auch 
unveranderten, d.h. nicht aktivierten Substanzen d) an das Blockcopolymer mit 
reaktiver Gruppe c) kann das Verfahren soweit vereinfacht werden, dass es nur 
notig ist, den fertig vorgeformten Polymertrager zum Beispiel als Mizellen, 
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Nanopartikel, Polymerfilm oder Polymerschwamm in die Losung der Substanz d) 
zu tauchen, um dann nach einer vorgegebenen Reaktionszeit das fertig 
modifizierte System zu erhalten (Instantreaktion). 

Alternativ zur beschriebenen Anbindung der Substanz d) an das Polymer mit 
5 reaktiver Gruppe c) ist aber auch der umgekehrte Weg moglich, namlich zuerst 
die anzubindende Substanz d) mit der reaktiven Gruppe c) fur eine Bindung zu 
aktivieren, und dann den Kompiex aus Substanz d) und reaktiver Gruppe c) uber 
die reaktive Gruppe c) an die Komponente b) des Blockcopolymers aus 
Komponente a) und b) unter Ausbildung des fertigen oberflachenmodifizierten 
10 erfindungsgemalien Blockcopolymers zu binden. 

Hierbei ist jedoch fur von Nachteil, dass fur eine Aktivierung der Substanz d) 
durch Anbindung der reaktiven Gruppe c) in aller Regel ein groBerer UberschuB 
der reaktiven Gruppe c) hier zum Beispiel einer niedermolekularen 
15 Dicarbonsaure, erforderlich ist, um die Bildung von Dimeren zu verhindern. 
Dieser muR jedoch nach der Aktivierung wieder entfernt werden. Das hat zur 
Folge, dass sich, vor allem bei ebenfalls niedermolekularen Substanzen d), die 
Aufreinigung schwieriger gestaltet. 

20 Zusatzlich zur Herstellung von homogen belegten Oberflachen sind mit den 
erfindungsgemaRen Blockcopolymeren auch nicht homogen belegte Flachen 
einfach herzustellen. Das bedeutet, dass man beispielsweise Gradienten oder 
Muster (pattern) der oberflachenmodifizierenden Substanzen d) auf diesen 
Polymeren erzeugen kann. Das kann durch punktuelles Aufbringen der 

25 Substanzen d) (zum Beispiel mit einem Tintenstrahlverfahren) oder aber durch 
punktuelle Aktivierung der reaktiven Gruppen c) durch Bestrahlung (zum Beispiel 
mit UV-Licht), Beschuss mit Teilchen, Stempeln oder Soft Lithographie 
geschehen. 

So konnen strukturierte Oberflachen geschaffen werden, die es auch erlauben, 
30 beliebige Kombinationen von Substanzen d) zum Beispiel auf ihre Wirkung auf 
Zellen zu untersuchen bzw. um Kombinationen von Zellen in ganz spezieller 
raumlicher Orientierung zueinander zu zuchten oder aber auch um mit Enzymen 
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biotechnologische Miniaturfabriken zu konstruieren, die in einem gekoppelten 
Verfahren spezielle Reaktionen durchfuhren. In Abbildung 3 sind solche 
Oberflachen dargestellt, die sich durch zwei unterschiedliche Substanzen d) und 
zudem noch einer inerten kurzeren Komponente auszeichnen. 

5 

Im Rahmen des tissue engineering ist es moglich die Adhasion, Proliferation und 
Differenzierung von Zellen besser als bisher zu beeinflussen, da durch die 
erfindungsgema&en Blockcopolymere eine exakte Belegung der Oberflache mit 
einem Oder mehreren Substanzen d) moglich ist. Gleichzeitig wird die 
10 unspezifische Wechselwirkung von unerwunschten Substanzen d) insbesondere 
unerwunschten Zellen, mit den Polymeroberflachen unterdruckt. 

Im Rahmen des drug delivery ist es moglich, die Poiymere zur 
Oberflachenmodifizierung einzusetzen, welche kleine Polymerpartikel an 
15 spezifische Gewebe oder Organe verteilt (drug targeting). Dies wird durch 
Bindung von spezifischen Substanzen d) wie zum Beispiel Plasmaproteinen, 
Antikorpern Oder Lektinen erreicht. Weitere hierfur mdgliche Substanzen d) sind 
in der einschlagigen Uteratur beschrieben sind. 

20 Eine weitere Anwendung besteht in der chemischen Bindung der Poiymere in 
Form von Partikeln an Gewebe (bioadhasive Systeme). Durch diese Anwendung 
kann ein Wirkstoff in erhohter Konzentration an das Zielgewebe verteilt werden. 

Durch den Polymerabbau ist zu erwarten, dass die am hydrophilen Pofymerbiock 
25 b) angeheftete Substanz d) im Rahmen der Hydrolyse freigesetzt wird. Dieser 
dynamische Vorgang gestattet die zeitlich gesteuerte Veranderung der 
Oberflacheneigenschaften des erfindungsgemafien Blockcopolymers. 

Die erfindungsgemaBen Poiymere lassen sich auch zu diagnostischen Zwecken 
30 einsetzen, indem auf ihrer Oberflache Substanzen d) gebunden werden, die mit 
den zu analysierenden Molekiilen eine Bindung eingehen. Das Analysat kann 
dann zusammen mit dem Polymer (zum Beispiel uber einen geeigneten 
Formkorper) von der Probe abgetrennt werden. 
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Zur naheren Veranschaulichung der Erfindung ist im folgenden die Herstellung 
eines erfindungsgemafien Blockcopolymers sowie die anschlieflende Anbindung 
eines Proteins am Beispiel des PEG-PLAs dargestellt. 
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1. Beispiel: Herstellung von NH 2 -PEG-PLA 

a) Synthese von NH 2 -PEG 

Die Herstellung erfolgte nach Yokoyama, M. et al. Bioconjug.Chem.3 (1992) 275- 
276. 

5 Die gewunschte Menge Ethylenoxid wurde bei -79°C (Trockeneis + 
Methanolbad) in getrocknetes THF in einem Dreihalskotben eingeleitet und darin 
gelost. Die Ethyienoxidflasche wurde nach dem Einleiten zuruckgewogen und 
damit die vorgelegte Menge Ethylenoxid bestimmt. Entsprechend des 
gewunschten Moiekulargewichts des Polymers wurde nun die berechnete Menge 
10 0,5M Losung von Kalium-bis-(trimethylsilyl)-amid in Toluol aus einem 
Tropftrichter zugegeben. 

Das Reaktionsgemisch wurde dann bei 20°C in dem verschlossenen 
Dreihalskolben 36 Stunden geruhrt. Die so erhaltene Polymerlosung wurde in die 
15 12fache Menge an Ether getropft und das gefallte Polymer daraus abfiltriert. 
Nach Auflosen des erhaltenen Polymers in THF wurde eine kleine Menge 0,1N 
Salzsaure zugegeben und damit das Silylamid gespalten. Die so erhaltene 
Losung des fertigen Endprodukts wurde 5 Min bei Raumtemperatur geruhrt und 
erneut in Ether gegeben, um das reine Polymer zu prazipitieren. 

20 

b) Synthese von NH 2 -PEG-PLA 

Die Synthese erfolgte nach Kricheidorf, H.R. and Kreiser-Saunders, I. 
Macromol.Symp.103 (1996) 85-102;LeensIag, J.W. and Pennings, A.J. 
MakromoI.Chem.188 (1987) 1809-1814. 

25 Die Ausgangsprodukte der Synthese, das gemaB 1a) synthetisierte NH 2 -PEG 
und cyclisches DL-Dilactid (S^-DimethyM^-dioxan^S-dion), wurden in den 
gewunschten Gewichtsverhaltnissen in je einen Rundkolben gegeben und in 
Toluol p.A. aufgelost. Dazu wurden beide Kolben am Wasserabscheider erhitzt, 
um das noch im Toluol vorhandene Wasser zu entfernen. Die so erhaltenen 

30 Losungen wurden dann im Dreihalskolben vereinigt und unter permanentem 
Stickstoffstrom emeut erhitzt. 
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Zu dem siedendem Reaktionsgemisch wurde dann der abgewogene Katalysator 
(Zinn-2-ethylhexanoat) gegeben und dann das Gemisch 8 Stunden am Sieden 
gehalten. 

Die so erhattene Polymerlosung wurde nach dem Abkuhlen in einen Rundkolben 
5 uberfuhrt und dreimal mit Dichlormethan am Rotationsverdampfer bis zur 
Trockene abrotiert. Nach zweimaligem Abrotieren nach Zugabe von Aceton 
wurde das so erhaltene Polymer erneut in Aceton gelost und in eisgektihltes 
demineralisiertes Wasser eingetopft und dadurch gefallt. Die so erhaltenen 
Polymerfaden wurden durch ein Filter abgetrennt und zum Trocknen in einen 
10 Vakuumtrockenschrank gegeben. Die Bestimmung der Molekulmasse kann 
durch GPC erfolgen. 

c) Synthese des Disuccinimidyiesters der Weinsaure (DSWS) 

Die Synthese erfolgte nach Anderson, G.W. et al. J.Am.Chem.Soc.86 (1964) 
15 1839-1842. 

Die berechneten Mengen Weinsaure und N-Hydroxysuccinimid wurden in einem 
Rundkolben in einer Mischung aus Dioxan und Ethylacetat (4:1) gelost. Zu dieser 
Losung wurde die Losung des Katalysators (Dicyclohexylcarbodiimid) im 
gleichen Losungsmittelgemisch gegeben und das Ganze bei 0°C 20h im Eisbad 
20 geruhrt Der so erhaltene Nierderschlag wurde abfiltriert und mit Dioxan 
gewaschen. Aus diesem Niederschlag wurde das Endprodukt durch vorsichtiges 
Erwarmen mit Acetonitril extrahiert. Die so erhaltene Losung wurde am 
Rotationsverdampfer eingeengt und das Produkt im Vakuumschrank getrocknet. 

25 d) Synthese von SWS-NH-PEG-PLA 

Die gemafc 1c) und 1b) erhaltenen Ausgangsprodukte Disuccinimidylweinsaure 
und NH 2 -PEG-PLA wurden mit einem leichten UberschuS des Diesters in 
Acetonitril gelost und mit einigen Tropfen Triethylamin versehen. Nach kurzem 
Erhitzen zum Sieden wurde die Mischung fur 24h geruhrt. Das Endprodukt wurde 

30 durch Abrotieren vom Acetonitril getrennt und in Aceton aufgelost. Die so 
erhaltene Polymerlosung wurde in Wasser eingetropft und der Niederschlag 
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abfiltriert. Nach Trocknen im Vakuum steht das fertige aktive Polymer zur 
Verfugung. 

Nach der vorstehend beschriebenen Vorgehensweise wurden fur die 
5 nachstehenden Untersuchungen erfindungsgemafte NH 2 -PEG-PLA- 
Diblockcopolymere mit unterschiedlichen Molekulmassen fur die Komponenten 
a) und b) hergestetlt bzw. in analoger Weise mit Methylgruppen inaktivierte 
Polymere, bei denen die reaktive Gruppe c) durch eine Methylgruppe ersetzt 
war. 

10 

Beispiel 2 

Herstellung von Amino-Polyethylenglycol-Poly-L-lactid (NH 2 -PEG-PLLA) 

Es wurde im wesentlichen wie in Beispiel 1b) verfahren. 

15 Jedoch wurde ansteile des cyclischen D,L-Dilactids das cyclische L-Dilactid 
eingesetzt. 

Weiter wurde das erhaitene Polymer nach dem dreimaligen Abrotieren mit 
Dichlormethan erneut in Dichlormethan geldst und in eisgekuhlten Diethylether 
getropft. Die so erhaltenen Polymerfaden wurden durch ein Filter abgetrennt und 
20 zum Trocknen in einen Vakuumtrockenschrank gegeben. 

Die Bestimmung des Molekulargewichts erfolgte durch GPC und die des 
anzahlmittleren Molekulargewichts auch durch 1 H-NMR uber die Berechnung der 
Integrale erfolgen. 

25 Beispiel 3 

Anknupfung von oberflachenmodifizierenden Substanzen d) 

Die Anbindung von oberflachenmodifiezierenden Substanzen kann nach in Hill, 
M. et al. FEBS Lett. 102 (1979) 282-286;Schulman, LH. et al. 
30 Nucleic.Acids.Res.9 (1981) 1203-1217 beschriebenen Verfahren erfolgen. 
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Die Anknupfung der oberfiachenmodifizierenden Substanzen d) an das nach 
Beispiel 1 erhaltene erfindungsgema&e Blockcopolymer kann prinzipiell auf zwei 
Weisen geschehen. Zum einen ist es moglich, die Substanz d) und das 
Blockcopolymer in Losung zu verbinden, wenn die Substanz d) die nach- 
5 folgenden Verarbeitungsschritte unbeschadet ubersteht Oder zum anderen kann 
erst das Blockcopolymer zu der gewunschten Form verarbeitet und dann erst die 
Substanz d) angeknupft werden. In beiden Fallen sollte durch Pufferung 
sichergestellt werden, dass zum Beispiel eine Aminogruppe unprotoniert vorliegt, 
um moglichst quantitative Ausbeuten zu erhalten. Mit einer Pufferung kann 
10 zudem noch der Ort der Anbindung an die Substanz d) gesteuert werden, wenn 
man den pH so wahlt, dafi zum Beispiel nur eine Aminogruppe unprotoniert 
vorliegt. 

Beispiel 4 

15 Charakterisierung von Polymerfilmen - Eigenschaften der Blockcopolymere 
4a) Untersuchung der Blockcopolymere mit AFM 

Zur Charakterisierung der Oberflachentopographie der erfindungsgemaBen 
Blockcopolymere wurde die Rasterkraftmikroskopie verwendet. Dazu wurden die 
20 Polymere in einer 5%igen Losung in Chloroform mittels Spincasting auf 
quadratische Metallplattchen (5x5mm) aufgebracht und anschlieBend getrocknet. 
Die so erhaltenen Filme wurden dann mit AFM untersucht. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 gezeigt: 

Was man erhalt, sind je nach untersuchtem Polymer unterschiedliche Dichten 
25 buckliger Erhebungen auf der Polymeroberflache. Bei den Erhebungen handelt 
es sich um Kristallite des Polyethylenglykols, die mit ansteigendem Gehalt an 
Polyethylenglykol im Blockcopolymer zunehmen. Das hei(lt t die Polymere 
zeichnen sich aus durch eine Phasentrennung der Blocke und damit einer 
Verfugbarkeit der hydrophilen Ketten an der Polymeroberflache. 



30 



4b) Untersuchung der Proteinadsorption 
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Die Untersuchung der Proteinadsorption und deren Unterdruckung erfolgte an 
verschiedenen erfindungsgemaden PEG-PLA-Blockcopolymeren, die anstelle 
einer reaktiven Gruppe c) eine Methylgruppe enthielten und somit fur die 
Proteinanbindung inaktiviert waren. 

5 

Zur Untersuchung der Adsorption von Proteinen an die Poiymerfilme wurden 
derartige inaktive Poiymere auf Metallplattchen (0,5x0,5 cm) ausgegossen und 
intensiv getrocknet (mindestens 2 Tage im Vakuum), die so erhalten Filme 
wurden dann mit den zu untersuchenden Proteinlosungen inkubiert und nach 
10 mehrmaligem Abwaschen mit phosphatgepufferter (pH=7,4) isotoner 
Kochsalzldsung abgewaschen. Die so erhaltenen Filme wurden dann erneut 
getrocknet und mit ESCA vermessen. 

Als Modelsubstanzen wurden foetales Rinderserum, atriaies natriuretisches 
15 Peptid und Lachs-Calcitonin eingesetzt. 

Die ESCA Spektren dienten zur Quantifizierung des adsorbierten Proteins bzw. 
Peptids, da durch die Aminosauren des adsorbierten Proteins nun auch 
Stickstoff auf der Polymeroberflache zu finden ist. Als Vergleich wurden 
20 Poiymerfilme aus reiner Polymilchsaure sowie nicht inkubierte Poiymerfilme 
verwendet. 

Die Ergebnisse sind in Abbildungen 5 und 6 gezeigt. 

Es wird eine von der Art der jeweiligen verwendeten oberflachenmodifizierenden 
25 Substanz d) abhangige Unterdruckung der Adsorption beobachtet. 

So wird die Adsorption von fotalem Rinderserum durch Einbringen einer 
hydrophilen Kette im Rahmen der Messgenauigkeit vollstandig unterdruckt (siehe 
Abbildung 5). Bei den Modellpeptiden Calcitonin und atrialen natriuretischen 
Peptid (ANP) ist teilweise noch eine geringe Adsorption von Peptid zu 
30 identifizieren (siehe Abbildung 6). 

Im Ergebniss kann somit festgestellt werden, dass die erfindungsgemaGen 
Blockcopolymere die Adsorption von Proteinen und Peptiden zu steuern 
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vermbgen und damit Einfluss nehmen konnen auf das Verhalten von Zellen, die 
mit der modifizierten Polymeroberflache in Kontakt kommen. 

Beispiel 5 

5 Untersuchung des Adhasionsverhaltens gegenuber Zellen 

5a) Zellen aus einer Praadipozytenzelllinie wurden in einer Suspension auf 
ausgegossene Filme aus unterschiedlichen Polyrneren gegeben und ihre 
10 Adhasion nach 5 und nach 24 Stunden beurteilt. Dazu wurden die Suspensionen 
vor dem Mikroskopieren mit Puffer abgewaschen, und somit nur die fest 
adharierten Zellen beobachtet. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 gezeigt. 

Was man erkennen kann, sind Unterschiede im Zellverhalten je nachdem welche 
15 Polymere verwendet wurden. So kann man beispielsweise auf dem 
MePEG 5 PLA2o sowohl nach 5 als auch nach 24 Stunden keine adharierten Zellen 
erkennen, wobei auf dem Blockcopolymer MePEG 2 PLA2o mit der kurzeren PEG- 
Kette im geringen AusmaS Zellen zu erkennen sind, die jedoch im Vergleich zur 
Probe aus lipophiler Polymilchsaure nur schlecht adharieren. Man findet hier 
20 nach 5 Stunden nur locker gebundene Zellaggregate und erst nach 24 Stunden 
vereinzelt schon gespreitete, d.h. fester gebundene Zellen. 
Im Ergebnis ist jedoch festzuhalten, dass die erfindungsgemalien 
Blockcopolymere die Adhasion von Zellen unterdrucken bzw. reduzieren konnen 
und somit unspezifische Wechselwirkungen verhindern oder gering halten 
25 konnen. 

5b) Zur Untersuchung der Adhasion von Stammzellen von Ratten wurden dunne 
Polymerfilme aus unterschiedlichen mit Methyl inaktivierten erfindungsgemalien 
Blockcopolymeren (Me-PEG 2 -PLA 20 , ME-PEG 2 -PLA$ 0 und Me-PEG 5 -PLA4 5 ) und 
30 zum Vergleich aus PLA TCPS (Tissue Culture Polystyrol) sowie RG756 (einer 
Marke fur Poly(D f L-Lactid-co-glykolid 75:25) auf Polypropylenscheiben 
ausgegossen. Auf diese Filme wurden dann die Knochenmarksstammzellen von 
6 Wochen alten mannlichen Sprague Dawley Ratten mit einer Dichte von 5000 



o o 

WO 01/02460 PCT/EP00/06313 

31 



Zellen pro cm 2 ausgesat. Nach 3 Stunden wurde dann die Morphologie der 
adharierten Zellen mit dem Rasterelektronenmikroskop betrachtet. 
Die erhaitenen Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt. 

5 Die Anzahl der Zellen wurde zusatzlich durch Auszahlen mit dem Uchtmikroskop 
ermittelt. 

Es zeigte sich, dass auf den erfindungsgemaBen Blockcopolymeren die Zellzahl 
umso geringer war, je grower die hydrophile Komponente b) des Polymers war. 
Des weiteren zeigten die Rasterelektronenmikroskopischen Bilder, dass 
10 gegebenenfalis auf den erfindungsgemaften Blockcopolymeren adharierte Zellen 
abgerundeter als auf den Vergleichspolymeren aus nur hydrophoben 
Bestandteilen waren, was ein deutliches Zeichen fur die geringe 
Adhasionsneigung der Zellen an die Polymeroberflache ist. 

15 Beispie! 6 

Charakterisierung der aktiven Polymere hinsichtiich ihrer Bindungsfahigkeiten 

6a) Nachweis der Bindungsfahigkeit mit einfachen Modelsubstanzen mit 
Aminogruppe in Losung 

20 Zur Untersuchung der Reaktivitat in Losung wurde eine bestimmte Menge 
Polymer (SWS-NH-PEG 2 -PLA 20 ) (50 mg) in 2000 pi Dimethylformamid (DMF) 
gelost und mit einer bestimmten Menge Farbstoff (EDANS, 5-((2- 
aminoethyl)amino)naphthalin-1-sulfonsaure, Natrium Salz, 0,1 -4mg), der 
ebenfalis in DMF gelost war, versetzt. Urn mogliche Protonierungen der 

25 Aminogruppe auszuschlieRen wurden 20 pi Triethylamin als Protonenfanger 
zugegeben. Die so erhaltene Losung wurde dann uber Nacht im Schuttler bei 
37°C inkubiert. Nach der Reaktionszeit wurden dann 200 \j\ der Losung mit 
1800 pi Chloroform verdunnt und der uberschussige ausfallende Farbstoff durch 
Filtration abgetrennt. 200 pi der klaren Losungen wurden dann mittels 

30 Gelpermeationschromatographie vermessen. Die Menge an kovalent 
gebundenem Farbstoff wurde uber die Zunahme der UV-Absorption bei 335 nm 
bestimmt. 



Das Ergebnis ist in Abbildung 9 gezeigt. 
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Wertet man die erhaltenen Flachen aus, so erhalt man ein Diagramm, bei dem 
man mit steigender Farbstoffmenge einen Anstieg der Peakfiache beobachten 
kann. Ab einer bestimmten Farbstoffmenge erhalt man dann ein Plateau, was 
durch die beschrankte Anzahl an reaktiven Gruppen bedingt ist. Uber diese 
5 Bestimmung lasst sich einfach die Menge reaktiver Gruppen in einer 
Polymercharge bestimmen. 

6b) Nachweis der Bindungsfahigkeit mit einfachen Modelsubstanzen mit 
Aminogruppe an festen Polymeroberflachen 
10 Die Aktivitat an festen Oberflachen kann ebenso wie die Aktivitat in Losung 
untersucht werden. 

Dazu wurden Filme eines erfindungsgemalJen aktiven Blockcopolymers (SWS- 
NH-PEG2-PLA20), die auf runde Glasdeckglaser ausgegossen waren, mit einer 
wassrigen Losung des Farbstoffs (5-Aminoeosin) uberschichtet und diese 
15 Losung dann zwei Stunden einwirken gelassen. Die so erhaltenen markierten 
Filme wurden mehrmals mit Phosphatpuffer gewaschen und anschlie&end 
getrocknet. Die getrockneten Filme wurden dann in Chlorform gelost und dann 
mittels GPC gegebenenfalls adsorbierter von kovalent gebundenem Farbstoff 
abgetrennt. 

20 Beobachtet wurde das Vorhandensein einer erhohten UV-Absorption bei dem 
Molekulargewicht der Polymere. Diese UV-Absorption ist zu erklaren durch eine 
kovalente Verbindung zwischen Farbstoff und Polymer 

6c) Anbindung von Proteinen 

25 Zur Untersuchung der Fahigkeit auch komplexere Verbindungen wie Proteine zu 
binden, wurde das Enzym Trypsin als Modellsubstanz verwendet. 
Zur Anbindung des Enzyms an Polymerfilme wurden auf runden 
Glasdeckglasern ausgegossene Filme der unterschiedlichen Polymere (SWS- 
NH-PEG 2 -PLA 20 und zum Vergleich PLA)mit Losungen des Enzyms Trypsin in 

30 phosphatgepufferter isotoner Kochsalzlbsung (PBS-Puffer) inkubiert. Die hierzu 
verwendeten Konzentrationen des Enzyms betrugen 0,5 bzw. 1,0 mg/ml. 
Die so erhaltenen Trypsin gekoppelten Polymere wurden dann nach 2 Stunden 
Inkubationszeit mit 0 r 05% Tween 20 enthaltenen PBS-Puffer 3 mal gewaschen, 
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um gegebenenfalls adsorbiertes Protein so gut wie moglich zu entfernen. Die so 
gewaschenen Filme wurden dann trocken getupft und in Sixwellplates uberfuhrt. 
In die einzelnen Wells der Platten wurde dann jeweils 2 ml des 
Reaktionsmediums zugegeben und die enzymatische Reaktion bei 37°C fur 2 
5 Stunden im Inkubator durchgefuhrt. Bei dern Reaktionsmedium handelte es sich 
um eine 1 millimolare Losung von Benzoyl-L-Argininethylester (BAEE) in Tris - 
Puffer mit pH = 8,0. Nach 2 Stunden wurde die enzymatische Reaktion durch 
Zugabe einer wassrigen Losung eines Trypsininhibitors aus Sojabohnen 
gestoppt und damit die Umwandlung des Enzymsubstrats beendet Die so 
10 erhaltenen Losungen wurden dann bei 253 nm UV-photometrisch vermessen. 

Das Ergebnis ist in Abbildung 10 gezeigt: 

Der Vergleich mit PLA und mit den reinen Gfasdeckglasern zeigt einen 
deutlichen Anstieg der Substratumsetzung im Falie des erfindungsgemalien 
15 Blockcopolymers, die durch die Menge an kovalent gebundenem Enzym bedingt 
ist. 
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Anspruche 



1 . Biockcopolymer enthaltend 

ein hydrophobes bioabbaubares Polymer, 
5 ein hydrophiles Polymer, 

mindestens eine reaktive Gruppe fur die kovalente Anbindung einer 
oberflachenmodifizierenden Substanz d) an das hydrophile Polymer b), 
wobei die mindestens eine reaktive Gruppe c) ausgewahlt ist unter 1) 
einer funktionellen Gruppe und/oder 2) einem mindestens bifunktio- 
10 nellen Molekul mit mindestens einer freien funktionellen Gruppe, mit 

der MaRgabe, dass wenn das hydrophile Polymer b) Polyethy- 
lenglykol ist die reaktive Gruppe c) nicht Hydroxyl ist. 



2. Biockcopolymer nach Anspruch 1, 
15 dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophobe Polymer a) und/oder hydrophile Polymer b) ausge- 
wahlt sind unter einem linearen und/oder verzweigten Polymer 



3. Biockcopolymer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

20 dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophobe Polymer a) mindestens ein Polymer ausgewahlt 
unter Polyester, Poly-e-caprolacton, Poly-oc-hydroxyester, Poly-p- 
hydroxyester, Polyamid, Polyphosphazen, Polyanhydrid, Polydioxanon, 
Polyapfelsaure, Polyweinsaure, Polyorthoester, Polycarbonat, Peptid, 

25 Polysaccharid und Protein ist. 



4. Biockcopolymer nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophobe Polymer a) mindestens ein Polymer ausgewahlt 
30 unter Polylactid, Polyglykolid, Poly(lactid-co-glykoiid), Poly-p-hydroxybuty- 

rat und Poly-(3-hydroxyvalerat ist. 
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5. Blockcopolymer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophile Polymer b) mindestens ein Polymer ausgewahlt unter 
Polyethylenglykol, Polypropylenglykol, Polyethylenglykol/Polypropylen- 
5 glykol-Copolymer, Polyethylenglykol/Polypropylenglykol/ Polyethylenglykol- 

Copolymer, Polybutylenglykol, Polyacrylamid, Polyvinylalkohol, 
Polysaccharid, Peptid und Protein ist. 

6. Blockcopolymer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die reaktive Gruppe c) mindestens eine ausgewahlt unter einer 
Aminogruppe, Thiol, Carbonsaure, Ketogruppe, einem Saurechiorid, 
Dicarbonsaureamid, 3-MaIeinimidopropionsaure-N-succinimidylester und 
Succinimidylester ist. 

7. Blockcopolymer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophobe Polymer a) mindestens eines ausgewahlt unter 
Polylactid, Polyglykolid und Poly(lactid-co-glykolid) ist. 

8. Blockcopolymer nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophile Polymer b) Polyethylenglykol ist. 

25 9. Blockcopolymer nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Polyethylenglykol eine Molmasse in einem Bereich von 200 bis 
10,000 Da aufweist. 



10 
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10. Blockcopolymer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das hydrophobe Polymer a) Polylactid vorzugsweise mit einer 
5 Molmasse in einem Bereich von 1,000 bis 100,000 Da ist. 

1 1 . Blockcopolymer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oberflache des Blockcopolymers durch Anbindung 
10 oberflachenmodifizierender Substanzen d) chemisch strukturiert ist. 

12. Blockcopolymer nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Blockcopolymer zusatzlich mindestens eine 
15 oberflachenmodifizierende Substanz d) enthalt, wobei die Substanz d) uber 

die reaktive Gruppe c) mit dem hydrophilen Polymer b) verbunden ist 

13. Blockcopolymer nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 dass die Substanz d) mindestens eine Substanz ausgewahlt unter einem 

Kohlenhydrat, Peptid, Protein, Heteroglykan, Proteoglykan, Glykoprotein, 
Aminosaure, Fett, Phospholipid, Glykolipid, Lipoprotein, Arzneistoff, Anti- 
korper, Enzym, DNA / RNA, einer Zelle, Farbstoff und molekularen Sensor. 

25 14. Formkorper gebildet aus einem Blockcopolymer nach einem der 
Anspruche 1 bis 13. 

15. Formkorper nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
30 dass der Formkorper ein Film, Partikel, dreidimensionaler Korper, poroser 

Korper oder ein Schwamm ist. 
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16. Verwendung eines Blockcopolymers nach einem der Anspruche 1 bis 15 
zur Herstellung von drug targeting-Systemen, drug delivery-Systemen, 
Bioreaktoren, fur therapeutische und diagnostische Zwecke, fur das tissue 
engineering und als Emulgator. 

5 

17. Verfahren zur Herstellung eines Blockcopolymers nach einem der 
Anspruche 12 Oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die mindestens eine Substanz d) mit einem Blockcopolymer nach 
10 einem der Anspruche 1 bis 11, wobei das Blockcopolymer in Losung Oder 

in der Festphase vorliegt, umgesetzt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

15 dass fur die Anbindung der mindestens einen Substanz d) das 

Blockcopolymer nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 in Form eines porosen 
Formkorpers eingesetzt wird. 

19. Verfahren zur Herstellung eines Blockcopolymers nach einem der 
20 Anspruche 12 oder 13 oder nach einem der Anspruche 17 oder 18, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass in einer ersten Stufe die Substanz d) mit einer reaktiven Gruppe c) 
versehen wird und in einer zweiten Stufe der Komplex aus Substanz d) und 
reaktive Gruppe c) uber die reaktive Gruppe c) an das hydrophile Polymer 
25 b) eines Blockcopolymers aus einem hydrophoben Polymer a) und einem 

hydrophilen Polymer b) gebunden wird. 
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20. Verfahren zur Herstellung eines Blockcopolymers nach einem der 
Anspruche 12 oder 13 oder 17 bis 19, 

dadurch gekennzeichnet, 
5 dass die Anbindung der mindestens einen Substanz d) an die Oberflache 

des Blockcopolymers unter Erzeugung eines Substratmusters erfolgt. 

21 . Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 dass die Substanz d) mit ortlich konstanter oder variabler Dichte uber die 

reaktive Gruppe c) auf der Oberflache eines Blockcopolymers enthaltend 
eine hydrophobe Komponente a) und hydrophile Komponente b) aufge- 
bracht wird. 



15 22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass fur die Aufbringung der reaktiven Gruppe c) und/oder der Substanz 
d) in einem Substratmuster die Oberflache des Blockcopolymers durch 
einen Plotter, einen Tintenstrahldrucker, Bestrahlung mit Licht, Beschuss 
20 mit Teilchen, Stempeln oder Soft Lithographie strukturiert wird. 
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